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FUR M I KROS ATELL ITENIN STAB I LE (MSI+)-TUMORE RELEVANTE GENE UND IHRE GENPRO- 



^ (57) Abstract: The invention relates to genes comprising coding mononucleotide microsatellites (cMNR) or dinucleotide microsatel- 
lites (cDNR). The genes can be isolated from MSI+ tumour cells. Said genes differ from corresponding genes from non-MSI+ (tu- 
mour) cells by mutations in the cMNR or cDNR and code for gene products including neopeptides. The invention also relates to the 

^ use of the genes and their gene products for the prevention, diagnosis and/or therapy of MSI+ tumours. 

^ (57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft Gene mit kodierenden Mononukleotid-Mikrosatelliten (cMNR) oder 
Dinukleotid-Mikrosatelliten (cDNR), wobei die Gene aus MSI+ -Tumorzellen isolierbar sind und sich von den entsprechenden 
Genen aus nicht-MSI-f(Tumor)zellen durchMutationen in den cMNR oder cDNR unterscheiden und fur Neo-Peptide umfassende 
Genprodukte kodieren. Ferner betrifft die Erfindung die Verwendung der Gene bzw. deren Genprodukte zur Pravention, Diagnose 

^ und/Therapie von MSI+ -Tumoren. 
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Fiir mikrosatelliteninstabile (MSI+) -Tumore 
relevante Gene und ihre Genprodukte 

Die vorliegende Erfindung betrifft Gene, die fur MSI+ -Tumore 
relevant sind, und ihre Genprodukte. Ferner betrifft die Er- 
findung ein Verfahren zur Identif izierung solcher Gene und die 
Verwendung der Gene bzw. deren Genprodukte zur Prevention, 
Diagnose und/oder Therapie von MSI + -Tumoren. 

Tumorzellen akkumulieren Instabilitaten (Mutationen) in Genen, 
die fiir die Auf rechterhaltung eines normalen Wachstums und 
einer normalen Dif f erenzierung essentiell sind. In menschlichen 
Tumoren wurden zwei Arten genetischer Instability identi- 
fiziert: Chromosomale Instabilitat (CIN) und Mikrosatelliten- 
Instabilitat (MSI), wobei letztere durch Langenvariationen 
repetitiver DNA-Sequenzen in diploiden Tumorzellen gekenn- 
zeichnet ist. Der Typ und das Spektrum mutierter Gene unter- 
scheidet sich stark zwischen CIN- und MSI+ -Tumoren, was auf 
verschiedene, jedoch sich nicht gegenseitig ausschliefiende Wege 
der Krebsentstehung hindeutet. MSI tritt in etwa 90% von 
erblichen nicht-polyposen-kolorektalen Tumoren (HNPCC) auf 
sowie in etwa 15% von sporadischen Tumoren des Dickdarms und 
weiterer Organe und wird durch eine Mutations-bedingte Inakti- 
vierung unterschiedlicher DNA-Mismatchreparatur-Gene hervor- 
gerufen. MSI+ -Tumore weisen besondere histopathologische Merk- 
male auf. Auch werden MSI+ -Tumore einer Klassif izierung unter- 
worfen, fiir die in der Regel Mikrosatelliten in nicht-kodie- 
renden Bereichen oder Intronsequenzen herangezogen werden. 
Hinweise existieren allerdings, dali auch Mikrosatelliten in 
kodierenden Genbereichen einer Instabilitat unterliegen. Dies 
konnte eine grofie Bedeutung fur die Tumorgenese von MSI+ -Tumo- 
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ren haben. 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit das technische Problem 
zugrunde, ein Mittel bereitzustellen, mit dem MSI+ -Tumore auf 
molekularer Ebene untersucht werden konnen und das sich gege- 
benenfalls zur Diagnose und/oder Therapie von MSI+ -Tumoren 
eignet . 

Erf indungsgemaJJ wird dieses technische Problem durch die Ge- 
genstande in den Patentanspruchen gelost. 

Die vorliegende Erfindung beruht auf der Erkenntnis des Anmel- 
ders, daii in MSI+ -Tumoren kodierende Mononukleotid-Mikrosatel- 
liten (cMNR) enthaltende Gene vielfach in ihren cMNR Instabi- 
litaten (Mutationen) aufweisen. Hierzu hat er ntittels einer 
Computer-Algorithmus-gestutzten Datenbankanalyse ca . 17000 
kodierende Mononukleotid-Mikrosatelliten (cMNR) und ca. 2000 
kodierende Dinukleotid-Mikrosatelliten (cDNR) identif iziert , 
die aus Repeat-Einheiten mit n > 6 bzw. n 1> 4 bestehen. Die 
genetische Instabilitat von 15 cMNR (n > 9) und 4 cDNR (n > 5), 
und die Expression der entsprechenden Gene wurden in 16 MSI+ - 
und 20 nicht-MSI-f Tumoren und Zellinien untersucht, wobei bei 
diesen Analysen eine Fokussierung auf lange Repeateinheiten 
erfolgte. Die cMNR bzw, cDNR . zeigten Instabilitats (Muta- 
tions ) haufigkeiten, die in MSI+ - Tumorzellen von 1 - 100% 
reichten, in nicht-MSI+ (Tumor ) zellen waren die cMNR bzw. cDNR 
jedoch stabil. Die meisten cMNR enthaltenden Gene (10 von 15 = 
66%) wurden in alien MSI+ - und nicht~MSI+ (Tumor ) zellen hoch 
exprimiert, wobei keine signifikante Korrelation zwischen dem 
Expressionsspiegel und der Mutationshauf igkeit beobachtet 
werden konnte . Daruber hinaus hat er gefunden, daJi die 
instabilen cMNR bzw. cDNR tragenden Gene fur Neo-Peptide 
umfassende Genprodukte kodieren und dalJ sich diese Genprodukte 
zur Immunisierung eines Individuums gegen MSI+ -Tumore bzw. 
ihre Vorstufen eignen. Es wird auf die Figuren 1-3, Tabellen 1- 
3 und die nachstehenden Beispiele verwiesen. 
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Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind somit Gene mit 
kodierenden Mononukleotid-Mikrosatelliten (cMNR) oder 
Dinukleotid-Mikrosatelliten (cDNR) , wobei die Gene aus MSI+ - 
Tumorzellen isolierbar sind und sich von den entsprechenden 
Genen aus nicht-MSI+(Tumor) zellen durch Mutationen in den cMNR 
oder cDNR unterscheiden und fur Neo-Peptide umfassende 
Genprodukte kodieren . 

Der Ausdruck "kodierende Mononukleotid-Mikrosatelliten" umfaBt 
Repeat-Einheiten von mindestens drei gleichen Mononukleotiden 
A, T, G oder C (n ^ 3) , wobei die Repeat-Einheiten in 
kodierenden Gen-Bereichen vorliegen. 

Der Ausdruck "kodierende Dinukleotid-Mikrosatelliten" umfaBt 
Repeat-Einheiten von mindestens drei gleichen Dinukleotiden 
(AC, AG, AT, CA, CG, CT, GA, GC, GT, TA, TC, TG, n ^ 3) , 
vorzugsweise von mindestens sechs ( n ^ 6) und ganz besonders 
bevorzugt von mindestens neun (n ^ 9), wobei die Repeat- 
Einheiten in kodierenden Gen-Bereichen liegen. 

Der Ausdruck "Gene mit mutierten cMNR oder cDNR" , die aus MSI+ 
-Tumorzellen isolierbar sind, umfaBt solche Gene in 

vollstandiger Lange, wie auch die Mutationen und die fiir die 
Neo-Peptide kodierenden Sequenzen enthaltende Teile davon. 

Der Ausdruck "MSI+ -Tumorzellen" umfaBt jegliche Tumorzellen, 
die eine Mikrosatelliten-Instabilitat aufweisen. Solche Tumor- 
zellen konnen in jeglicher Form, z.B. in einem Verband von 
Zellen, insbesondere in einem Tumor, oder als solche in Kultur 
gehalten, vorliegen. Bevorzugte MSI+ - Tumorzellen umfassen die 
Zellinien LoVo, KM12, HCT116, LS174 und SW48. 

Der Ausdruck "nicht-MSI+ (Tumor) zellen" umfaBt jegliche Zellen, 
die.keine Mikrosatelliten-Instabilitat aufweisen. Solche Zellen 
konnen jeglicher Art und Abstammung sein, z.B. konnen die 
Zellen von gesunden Individuen oder aus Tumoren stammen, bzw. 
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Tumor-Zellinien sein . 

Die Ausdrticke "Mutationen" und "Neo-Peptide umfassende 
Genprodukte" weisen darauf hin, daB in den kodierenden 
Mikrosatelliten (cMNR oder cDNR) von aus MSI + -Tumorzellen 
isolierbaren Genen Mutationen im Vergleich zu den cMNR oder 
cDNR der entsprechenden Gene aus nicht-MSI+ (Tumor) zellen 
vorliegen, wobei die Mutationen derart sind, daB die Gene fur 
Neo-Peptide umfassende Genprodukte kodieren. Beispielsweise 
stellen sich die Mutationen als Insertionen und/oder Deletionen 
von einem oder mehreren Mono- bzw. Dinukleotiden dar. Die 
Mutationen fiihren zu Leserahmenverschiebungen derart, dafi die 
Genprodukte in Form von Neo-Peptide, d.h. neugenerierte 
Peptide, umfassenden Genprodukten vorliegen. 

In bevorzugter Ausf iihrungsf orm sind die erf indungsgemaBen Gene 
sol che, die sich von den in Fig. 1 angegebenen Genen aus nicht- 
MSI+ (Tumor) zellen durch Mutationen in den cMNR oder cDNR 
unterscheiden und fur Neo-Peptide umfassende Genprodukte 
kodieren. Ganz besonders weisen die erf indungsgemaBen Gene die 
in Fig. 2 angegebenen Mutationen in den cMNR oder cDNR auf und 
kodieren fur die angegebenen Neo-Peptide umfassenden 
Genprodukte . 

Erf indungsgemaBe Gene konnen durch verschiedene Verfahren 
identif iziert und bereitgestellt werden. Gunstig ist ein Ver- 
fahren, bei dem man in Datenbanken von nicht-MSI+ (Tumor) zellen 
nach kodierende Mononukleotid-Mikrosatelliten (cMNR) oder 
Dinukleotid-Mikrosatelliten (cDNR) enthaltenden Gen-Sequenzen 
sucht, diese zur Auffindung gleicher Gene in MSI+ -Tumorzellen 
verwendet und letztere Gene dahingehend selektioniert , daB sie 
gegenuber den Gen-Sequenzen aus den nicht-MSI+ (Tumor ) zellen 
Mutationen in den cMNR oder cDNR aufweisen und fur Neo-Peptide 
umfassende Genprodukte kodieren. Von Vorteil ist es, wenn zur 
Auffindung der Gene in den MSI+ - Tumorzellen DNA dieser einer 
PCR-Reaktion mit Primern unterzogen wird, die aus den cMNR oder 
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cDNR umfassenden Gen-Sequenzen entwickelt sind. Vorzugsweise 
umfassen die Primer die in Tabelle 1 angegebenen Sequenzen. 
Ferner ist es giinstig, hinsichtlich der Selektion der Gene aus 
den MSI+ -Tumorzellen auf solche zu selektionieren, die in MSI+ 
-Tumorzellen von verschiedenen MSI+ -Tumoren gleichen Typs mit 
einer Haufigkeit von ca. 1 % - 100% vorliegen. Des weiteren ist 
es vorteilhaft zur Isolierung der Gene aus den MSI+ - 
Tumorzellen die entsprechenden Gen-Sequenzen aus der Datenbank 
zur Erstellung geeigneter Primer zu verwenden und mit diesen 
die Gene in den MSI+ -Tumorzellen zu amplif izieren . Eine 
Klonierung der amplif izier ten Gene und ihre Expressionen kSnnen 
dann durch iibliche Verfahren erfolgen. Als Vektoren zur 
Expression in E.coli sind z.B. pGEMEX, pUC-Derivate, pGEX-2T, 
pET3b und pQE-8 zu nennen. Ferner sind fur die Expression in 
tierischen Zellen z.B. pKCR, pEFBOS, cDM8 und pCEV4 sowie fur 
die Expression in Insektenzellen z.B. der Bacculovirus- 
Expressionsvektor pAcSGHisNT-A, anzufuhren. Der Fachmann kennt 
geeignete Zellen, urn die in den Expressionsvektoren 
vorliegenden Gene zu exprimieren. Beispiele solcher Zellen 
umfassen die E.coli St&mme HB101, DH 1, xl776, JM101, JM109, 
BL21 und SG13009, den Hefe-Stamm Saccharomyces cerevisiae und 
die tierischen Zellen L, NIH 3T3, FM3A, CHO, C05, VERO und HeLa 
sowie die Insektenzellen sfg. Des weiteren kennt der Fachmann 
Bedingungen, transf ormierte bzw. transf izierte Zellen zu 
kultivieren und die exprimierten Genprodukte zu isolieren und 
zu reinigen. Erganzend wird auf Sambrook et al., Molecular 
Cloning: A Laboratory Manual, 2. Ausgabe, Cold Spring Harbor 
Laboratory Press, Cold Spring Harbor NY (1989) verwieseii. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Gen- 
produkte, die durch die vorstehenden Gene kodiert sind. Es wird 
auf die vorstehenden Ausfuhrungen hinsichtlich der 
erf indungsgemafien Gene verwiesen. Diese Ausfuhrungen gelten 
entsprechend fiir die erf indungsgemafien Genprodukte. Ins- 
besondere handelt es sich urn solche Genprodukte, die sich durch 
Mutationen in den durch die cMNR oder cDNR kodierten Bereiche 



BNSDOCID: <WO 0204664 A2_l_> 



WO 02/04664 




PCT/DE01/02510 



6 

von jenen Genprodukten der in Fig- 1 angegebenen Gene 
unterscheiden und Neo-Peptide umfassen. Ganz besonders umfassen 
die Genprodukte die durch die in Fig. 2 angegebenen cMNR oder 
cDNR bedingten Mutationen und weisen die angegebenen Neo- 
Peptide auf . Zur Bereitstellung der vorstehenden Genprodukte 
konnen Ubliche Verfahren verwendet werden. Es wird auf 
vorstehende Ausfuhrungen verwiesen. Auch kann es gunstig sein, 
die Neo-Peptide als solche, insbesondere mittels Peptidsynthese 
bereitzustellen. Erganzend wird auf Sambrook et al., supra 
verwiesen . 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erf indung . sind Anti- 
korper, die gegen die vorstehenden Genprodukte gerichtet sind. 
Es wird auf die vorstehenden Ausfuhrungen hinsichtlich der 
Genprodukte verwiesen. Diese Ausfuhrungen gelten entsprechend 
fur die erf indungsgemafien Antikorper. Vorzugsweise handelt es 
sich bei diesen Antikorpern urn monoklonale, polyklonale oder 
synthetische Antikorper oder Fragmente davon. In diesem 
Zusammenhang bedeutet der Begriff „Fragment NX alle Teiie des 
monoklonalen Antikorper s (z.B. Fab-, Fv- oder „single chain 
Fv" -Fragmente ) , welche die gleiche Epitopspezif itat wie der 
vollstandige Antikorper aufweisen. Die Herstellung solcher 
Fragmente ist dem Fachmann bekannt. Vorzugsweise handelt es 
sich bei den erf indungsgemafien Antikorpern urn monoklonale 
Antikorper. Die erfindungsgemaJJen Antikorper konnen gemafi 
Standardverf ahren hergestellt werden, wobei vorzugsweise die 
vorstehenden Genprodukte als Immunogen dienen. Verfahren zur 
Gewinnung monoklonaler Antikorper sind dem Fachmann bekannt. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind auch 
Kits, die sich zur Untersuchung auf molekularer Ebene von MSI+ 
-Tumoren sowie zu deren Diagnose eignen. Ferner eignen sich die 
Kits zur Identif izierung von fur MSI+ -Tumore relevanten Genen. 
Solche Kits umfassen einen oder mehrere Vertreter eines erfin- 
dungsgemaBen Gens, Genprodukts, Antikorpers und/oder Primer- 
paares. Es wird auf die vorstehenden Ausfuhrungen hinsichtlich 
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erf indungsgemafter Gene, Genprodukte und Antikorper verwiesen. 
Ferner konnen die Kits weitere Substanzen, wie reverse 
Transkriptase, DNA- Polymerase, Ligase, Puffer und Reagenzien, 
z.B. Markierungen, dNTPs, enthalten. Des weiteren kSnnen die 
erf indungsgemSJien Gene, Genprodukte, Antikorper und/oder 
Primerpaare markiert sein. Auch konnen sie frei vorliegen oder 
an einen festen Trager, z.B. ein Testrohrchen, eine 
Mikrotiterplatte, ein Teststabchen, etc., immobilisiert sein. 
Die Kits konnen weiterhin geeignete Reagenzien zum Nachweis von 
Markierungen oder zur Markierung positiver und negativer 
Kontrollen, Waschlosungen, Verdtinnungspuf f er , etc. enthalten. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Ver- 
fahren zur Immunisierung eines Individuums gegen MSI+ -Tumore 
und ihre Vorstufen, bei dem dem Individuum ein vorstehendes Gen 
in exprimierbarer Form oder ein durch dieses kodierte 
Genprodukt verabreicht wird. Es wird auf die vorstehenden 
Ausf tihrungen hinsichtlich erf indungegem&fcer Gene und 
Genprodukte verwiesen . 

Fur die Verabreichung eines .vorstehenden Gens kann dieses als 
RNA oder DNA, vorzugsweise als DNA vorliegen. Ferner kann es 
als solches, d.h. zusammen mit ftir seine Expression geeigneten 
Elementen, oder in Verbindung mit einem Vektor vorliegen. 
Beispiele solcher Elemente sind Promotoren und Enhancer, wie 
CMV-, SV40-, RSV-, Metallothionein I und Polyhedrin-Promotor 
bzw. CMV- und SV4 O-Ehhancer . Weitere fur die Expression ge- 
eignete Sequenzen gehen aus Goeddel: Gene Expression Technolo- 
gy: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA 
(1990) hervor. Daruberhinaus konnen als Vektoren jegliche ftir 
die Expression in Saugerzellen geeignete Vektoren verwendet 
werden. Dies sind z.B. pcDNA3, pMSX, pKCR, pEFBOS, cDM8 und 
pCEV4 sowie von pcDNAI/amp, pcDNAI/neo, pRc/CMV, pSV2gpt, 
pSV2neo, pSV2-dhfr, pTk2, pRSVneo, pMSG, pSVT7, pko-neo und 
pHyg stammende Vektoren. Auch konnen als Vektoren rekombinante 
Viren, z.B. Adenovirus, Vaccinia-Virus oder Adeno-assoziiertes 
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Virus, verwendet werden. 

Fttr die Verabreichung eines vorstehenden Genproduktes kann 
dieses als solches oder in Verbindung mit Tragern vorliegen. 
Gunstig ist es, wenir die Trager im Individuum nicht als immu- 
nogen wirken. Solche Trager konnen Individuum-eigene oder - 
fremde Proteine bzw. Fragmente da von sein. Bevorzugt sind 
Trager, wie Serumalbumin, Fibrinogen oder Transferrin bzw. ein 
Fragment davon . 

Mit einem vorstehenden Gen in exprimierbarer Form oder einem 
durch dieses kodierten Genprodukt kann ein Individuum immuni- 
siert werden, das an einem MSI+ -Tumor erkranken kann oder 
bereits an einem solchen erkrankt ist. Beispiele eines solchen 
Individuums sind der Mensch und das Tier sowie Zellen von 
diesen. Die Immunisierung kann unter iiblichen Bedingungen 
erfolgen, wobei die Menge des zu verabreichenden Gens bzw. des 
durch dieses kodierten Genproduktes leicht zu bestimmen ist. 
Sie hangt u.a. davon ab, ob die Immunisierung des Individuums 
mehr auf eine Induktion von gegen das Genprodukt gerichteten 
Antikorpern oder auf eine Stimulierung von gegen das Genprodukt 
gerichteten cytotoxischen T-Zellen, z.B. CD8 + T-Zellen, 
abzielt. Beide M6glichkeiten der Immunisierung konnen durch die 
vorliegende Erfindung erreicht werden. Desweiteren hangt die 
Menge davon ab, ob die Immunisierung als prophylaktische oder 
therapeutische Behandlung beabsichtigt ist. Dariiber hinaus 
spricht das Alter, das Geschlecht und das Gewicht des 
Individuums sowie weitere klinische Parameter, z.B. Nieren- 
/Leberf unktion, eine Rolle fur die Bestimmung der Menge. 
Gunstig ist es, wenn dem Individuum 100|ig - 1 g eines 
vorstehenden Genproduktes bzw. 10 6 - 10 12 infektiose Partikel 
eines rekombinanten, ein vorstehendes exprimierbares Gen 
enthaltenden Virus injiziert werden. Die Injektion kann an 
mehreren Stellen des Individuums intramuskular , subkutan, 
intradermal oder in jeder anderen Applikationsf orm erfolgen. 
Ferner kann es gunstig sein, ein oder mehrere "Booster- 
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Injektionen" mit ca. gleicher Menge durchzuf uhren. 

Somit ermoglicht es die vorliegende Erfindung, MSI+ -Tumore 
diagnostisch zu erfassen. Ferner konnen diese Tumore auch 
prophylaktisch und therapeutisch angegangen werden. 

Kurze Beschreibung der Figuren: 

Figur 1 : 

Gene mit cMNR oder cDNR aus nicht-MSI-f - (Tumor ) zellen 
Figur 2: 

Mutationen in cMNR oder cDNR aus MSI+-Tumoren und daraus 
resultierende Neo-Peptide. Ferner ist der Vergleich mit ent- 
sprechenden Genen aus nicht-MSI+(Tumor ) zellen gezeigt. 

Figur 3: 

Untersuchung der mRNA-Expression in Dickdarmkrebs-Zellinien 
uber RT-PCR 

Die folgenden Beispiele erlautern die Erfindung. 

Beispiel 1: Allgemeine Verfahren 

(A) Datenbank-Analysen 

Fur die Suche nach Mononukleotid- und Dinukleotid-Repeats in 
menschlichen kodierenden Sequenzen wurde die EMBL-Datenbank- 
Verof fentlichung (EMBL Rel.62, Mar:z 2000) zugrundegelegt . Eine 
Anzahl von Bef ehlsroutinen bzw. Programmen, sog. „Perl scripts 
„ (Wall et al., Programming Perl, O'Reilly & Associates, Inc., 
(1996)) wurde geschrieben, die alle menschlichen 109289-EMBL- 
Eintrage hinsichtlich der Anwesenheit von kodierenden Sequenzen 
uberpruften. Diese kodierenden Sequenzen wurden hinsichtlich 
der Anwesenheit von Mononukleotid- und Dinukleotid-Repeats mit 
mindestens 6 Basen (im Fall von Mononukleotid-Repeats) bzw. 8 
Basen (im Fall von Dinukleotid-Repeats uberpriift. Lediglich der 
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langste Repeat jedes Nukleotidtyps bei einem Datenbankeintrag- 
Kandidaten wurde als Mononukleotid-Repeat auf gezeichnet . 
Hinsichtlich der Dinukleotid-Repeats wurden alle 12 
unterschiedlichen Arten von Dinukleotid-Repeats berucksichtigt . 
Eintrage fur cDNA und genomische DNA wurden getrennt behandelt; 
falls beide DNA-Arten fur ein Gen zur Verftigung standen, wurde 
der genomischen Sequenz Prioritat gegeben. Zusatzlich wurden 
verschiedene Filter verwendet. Beispielsweise wurden als 
Pseudogene ausgewiesene Eintrage ausgeschlossen, da Pseudogene 
in der Regel nicht transkribiert werden. Somit handelt es sich 
bei solchen Repeats urn nicht-kodierende Mikrosatelliten . Alle 
identif izierten Kandidaten-Sequenzen wurden in einer 
relationalen Datenbank fur weitere Analysen gespeichert. 

(B) Analyse von cMNR- und cDNR-Kandidatenlisten 
Urn die Analyse ungeeigneter Kandidaten-Sequenzen zu vermeiden, 
wurden alle Kandidaten ausgeschlossen, von denen bekannt war, 
dass es sich urn Pseudogene oder Mitglieder der Immunglobulin- 
Familie . handelt. Aulierdem wurden alle Kandidaten 
ausgeschlossen, die die Repeats am SuJSersten 5'- oder 3'-Ende 
der bekannten Sequenz aufwiesen, sowie alle cMNR oder cDNR, die 
bei naherer Analyse der Primardaten als Klonierungs- oder 
Sequenzierungsartef akte identif iziert werden konnten. Es wurden 
alle cMNR mit mehr als 9 A- und T-Repeats und alle C- oder G- 
Repeats mit 9 Repeat-Einheiten selektiert, da die Wahr- 
scheinlichkeit der Mikrosatelliten-Instabilitat in Tumoren mit 
dem Mutator-Phanotyp mit der Anzahl der Repeat-Einheiten an- 
steigt (Strauss et al. 7 Nucleic Acids Res. 25 (1997), 806-813). 
Im AnschluJJ daran wurden zwei voneinander unabhangige BLAST- 
Analysen durchgefahrt (Altschul et al . , Nuc. Ac. Res. 25 
(1997), 3389-3402). Somit wurde versucht, homologe als auch 
genomische Sequenzen zu identif izieren, um so die Exon/Intron- 
Obergange der ausgewahlten cDNAs identif izieren zu konnen, was 
die Bestatigung daftir gestattete, dass der Repeat-Bereich in 
der cDNA nicht aufgrund eines Splicing-Prozesses entstanden 
war. In einigen Fallen wurden Unterschiede zwischen den Repeat- 
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Sequenzen der cDNAs und denen von anderen verof f entlichten 
Sequenzen genau in dem Repeat-Bereich erhalten. Folglich muiite 
zur Verif izierung der Sequenzinf ormation in jedem Repeat- 
Bereich die genomische DNA sequenziert . werden . Exon/Intron- 
Obergange wurden :durch MALIGN-Analyse (HUSAR-Sof tware- 
Programmpacket) einer Kandidaten-cDNA und einer homologen 
genomischen DNA-Sequenz identif iziert . - 

(C) Zellinien und Tumorproben 

14 menschliche Dickdarmkrebs zellinien wurden hinsichtlich 
Mikrosatelliten-Anderungen in j edem vor stehenden Gen 
untersucht. Fiinf der 14 Dickdarmkrebszellinien sind als MSI + 
klassifiziert (LoVo, KM12L4, HCT116, LS174T und SW48) , wahrend 
neun Zellinien als MSI-niedrig oder MSI-negativ klassifiziert 
sind (CXF94 , SW948, LS180, SW707, CaCo-2, HT29, Colo320DM, 
SW480 und CX-2) . Die Zellinien SW48 und HCT 116 wurden von der 
ECACC [http://www.camr.org.uk/frame.htm] bezogen. Die Linien 
HT29, SW707, SW948, CaCo 2, CX-2, CXF94, SW480, COL0320DM. 
LoVo, LS174T, und LS180 wurden durch die Tumorbank des 
Deutschen Krebsf orschungszentrums bezogen. KM12L4 Zellen wurden 
von Dr. I.J. Fidler, MD Anderson Cancer Center, Houston, USA 
zur Verfiigung gestellt. Ferner wurden 10 MSI+ CRC-Tumore 
analysiert, ein MSI+ Eierstocktumor (B190 TU) und zwei MSI- 
niedrige bzw. MSI-negative CRC-Tumore (B215 TU und B245 TU2) . 
Die Paraf f in-eingebeteten Tumoren wurden dem archivierten 
Material der Chirurgischen Universitatsklinik Heidelberg 
entnommen, bzw. durch das Institut fur Pathologie Mannheim zur 
Verfiigung gestellt. Genomische DNA der Tumor- und der 
entsprechenden durch Mikrodissektion mit Standardverf ahren 
erhaltenen Mukosa-Proben wurden von Ch. Sutter zur Verfiigung 
gestellt (Sutter et al . , Mol. Cell Probes. 13 (1999), 157-165). 
Der MSI-Status wurde mittels des „NCI ICG-HNPCC"- 
Mikrosatellitenmarker-Panels (Boland et al . , Cancer Res. 58 
(1998), 5248-5257) sowie zusatzlich mittels Amplif ikation der 
weiteren Mikrosatellitenmarker BAT40, ACTC, D13S153, D5S107 und 
D5S406 ermittelt. 
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(D) Genomische MSI-Analysen 

Primer wurden mittels des im „HUSAR xx -Programmpacket enthaltenen 
„ PRIMER" -Programms entworfen und nach weiteren Bindungsstellen 
(Sequenzhomologen) zir anderen menschlichen Sequenzen durch eine 
„FASTA" -Analyse [HUSAR-Programmpaket] , uberpruft. Die 
Primerpositionen wurden so ausgewahlt, dass sie moglichst nahe 
an dem Repeat-Bereich lagen, urn so ein kurzes Amplimer mit 
einer Lange von etwa 100 bp zu erhalten. Dies war fur eine 
genaue Fragmentanalyse der von in Paraffin eingebetteten Gewe- 
beproben erhaltenen DNA optimal. Aufierdem erwies sich dies als 
fur die Analyse von Kandidaten mit unbekannter genomischer 
Struktur notwendig. Alle verwendeten Primer sind in der 
nachstehenden Tabelle 1 aufgelistet. 

PCR-Reaktionen wurden in einem Gesamtvolumen von 25 jal (50 ng 
genomische DNA, 2,5 |il 10 x Reaktionspuf f er (Lif e Technologies, 
Eggenstein-Leopoldshaf en, Deutschland) , 1,5 mM MgCl 2 / 200 [iM 
dNTPs, 0,2 5 ixM von jedem Primer und 0,5 E Taq DNA-Polmyerase 
(Life Technologies)) durchgef iihrt . Ein Primer war am 5' -Ende 
Fluoreszein-markiert . Nach einem initialen Denaturie- 
rungsschritt bei 94°C (4 min.) wurden 35 Zyklen bei 94°C 
Denaturierungstemperatur fur 30' ' , unterschiedlichen An- 
lagerungstemperaturen je nach Primersystem bei 57°-63°C fur 
45' ' und 72°C Extensionstemperatur fiir 30' ' durchgef iihrt , 
danach schloft sich ein letzter Elongations schritt bei 72° (6 
min.) an. PCR-Produkte wurden auf einem 2% Agarose-Gel 
analysiert. Vor der Fragment-Analyse wurden die 
Amplif ikationsprodukte 1:2 bis 1:10 verdiinnt und 1 jal des 
verdunnten Produkts wurden mit 5 |al Auf tragspuf f er (0,6% „blue 
dextran v \ 100% Formamid) vermischt. Die Proben wurden 3 min. 
bei 90° denaturiert und anschliefiend wurden die Fragmente auf 
einem „ALF N> -DNA-Sequenzierungsgerat (Amersham Pharmacia 
Biotech, Freiburg, Deutschland) unter Verwendung von 6,6% 
Polyacrylamid/7 M Harnstof f -Gelen elektrophoretisch 
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auf getrennt . Die GroBe, Hohe und das Profil der 
Mikrosatelliten-Peaks wurde mittels der „AlleleLinks M -Sof tware 
(Amersham Pharmacia Biotech) analysiert. 
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(E) Bestatigung der Sequenz 

Alle kodierenden Mikrosatelliten wurden durch ^Thermocycle^- 
Sequenzierung bestatigt. PCR-Reaktionen wurden wie vorstehend 
beschrieben durchgef (ihrt . PCR-Produkte wurden mittels des 
„QIAquick"- PCR-Reinigungskits (Qiagen, Hilden, Deutschland) 
gereinigt und mit den entsprechenden Primern unter Verwendung 
des „Big Dye terminator cycle sequencing kit (Perkin Elmer, 
Darmstadt, Deutschland) sequenziert . 

(F) Expressionsanalysen und cDNA-MSI-Analysen 

Poly(A)RNA von 14 Dickdarmkrebszellinien wurde mittels des 
Oligo (dT) -Zellulose-Verfahrens (Vennstrom und Bishop, Cell 2J3 
(1982), 135-143) extrahiert. Die Qualitat der RNA-Praparation 
und der Reversen Transkription wurde mittels GAPDH-Amplif ika- 
tion (Hsu et al . , Int. J. Cancer, 55: 397-401, 1993) uberpruft. 
Primerpaare, die eine Dif f erenzierung nach Grofle zwischen cDNA- 
und eventuell als Kontamination enthaltenen genomischen DNA- 
Amplimeren erlaubten, wurden fur die Expressionsanalyse durch 
semi-quantitative RT-PCR als geeignet erachtet. Im Fall einer 
unbekannten Exonstruktur wurden Primer entworfen, die auf der 
cDNA lokalisiert waren und es wurde uberpruft, ob genomische 
PCR entweder dasselbe Amplif ikationsprodukt ergab wie die RT- 
PCR, ein langeres oder uberhaupt keines . Alle verwendeten 
Primer sind in Tabelle 1 aufgefuhrt. 100 ng poly(A+)RNA wurden 
mittels 0,5 jag oligo (dT) 12-18 in einem Endvolumen von 20 \il mit 
200 Einheiten M-MLV Reverser Transkriptase (Superscript, Life 
Technologies) 1 Stunde bei 37°C" revers transkribiert . Zur 
Oberprtifung der RNA-Integritat und der Synthese des ersten 
cDNA-Strangs wurden Kontroll-PCR-Reaktionen mittels GAPDH- 
spezifischen Primern durchgef tihrt (Hsu et al . , Int. J. Cancer 
55 (1993), 397-401). PCR-Reaktionen wurden in einem 
Gesamtvolumen von 50 jal (1 \xl cDNA, 5 fil 10 x Reaktionspuf f er 
(Life Technologies), 1,5 mM MgCl 2 , 200 |iM dNTPs, 0,25 jaM von 
jedem Primer und 0,5 Einheiten Taq DNA-Polymerase (Life 
Technologies) mittels des vorstehend fur die Amplif ikation 
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genomischer DNA beschriebenen Amplif ikationsprotokolls durch- 
gef iihrt. Die PCR-Produkte wurden auf 2% Agarose-Gelen aufge- 
trennt und iiber Ethidiumbromid-Farbung sichtbar gemacht. 

PCR-Reaktionen fur cDNA-MSI-Analysen wurden wie fur die Ex- 
pressionsanalysen beschrieben durchgef tihrt , aufter dass ein am 
5'-Ende mit Fluoreszein markierter Primer verwendet wurde. Die 
Fragmentanalyse wurde wie fiir die genomische Analyse beschrie- 
ben durchgef iihrt . 

Beispiel 2 : Computergestiitzte Analysen 

Die Computer-Datenbank-Sequenzanalyse ergab 3 65 Kandidaten fiir 
Mononukleotid-Repeats mit einer Minimallange von 9 Basen 
(Gesamt: 17 654 Mononukleotid-Repeats mit einer " Lange von > 6 
Basen) . Ferner wurden 2028 Dinukleotid-Repeats mit einer 
Minimallange von 8 Basen gefunden. Der langste Mononukleotid- 
Bereich umfasste 32 Basen und der langste Dinukleotid-Bereich 
42 Basen, d. h., 21 Repeat-Einheiten . 

Beispiel 3: Identifizierung von cMNR 

Hierfiir wurden alle cMNR mit 10 oder mehr Repeat-Einheiten und 
alle C- oder G-Repeat-Bereiche mit 9 oder mehr Repeat-Einheiten 
analysiert, da davon ausgegangen wurde, dass in den langeren 
Repeat-Bereichen eine hohere Mutationrate vorlag. AuJierdem 
wurden alle Kandidaten-Sequenzen, die weitere 

Ausschlulikriterien erfiillten, von einer Analyse ausgeschlossen. 
Somit wurden insgesamt 43 cMNR Kandidaten-Sequenzen erhalten, 
die 12 Duplikate umfafiten, wodurch 31 verschiedene Kandidaten- 
Sequenzen ausgewahlt wurden. 

Diese Kandidaten-Sequenzen mufiten experimentell als 
Mikrosatelliten in kodierenden Bereichen verifiziert werden. 
Daher muftten die Repeat-Bereiche flankierende Primer fiir jede 
Kandidaten-Sequenz entworfen werden. Die vollstandige 
Information iiber die genomische Struktur konnte mittels eines 
Sequenzvergleichs der cDNAs mit Datenbanken fiir die genomische 
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Sequenz erhalten werden. Der systematische Sequenzvergleich 
lieferte Inf ormationen iiber Exon/Intron-t)bergange und 
kodierende Bereiche fur 9 der 31 Kandidaten-Sequenzen . 

Daher muliten fur die restlichen 22 cDNA-Sequenzen phne ver- 
offentlichte genomische Struktur Primerpaare auf der Basis der 
cDNA-Sequenz entworfen werden. Die Amplif ikation der Repeat- 
Bereiche sowohl in der cDNA als auch der entsprechenden genom- 
ischen DNA ergab identische PCR-Produkte in weiteren 9 der 22 
Kandidaten, was zeigt, dass diese 9 Sequenzen den Mononukleo- 
tid-Bereich in einem kodierenden Bereich enthalten. Die PCR- 
Reaktion der genomischen DNA-Sequenzen verlief in 13 Mononu- 
kleotid-Bereichen negativ oder ergab langere Amplimere als iiber 
die Amplif ikation der entsprechenden cDNA. Fur jede dieser 
Kandidaten-Sequenzen war somit eine weitere Analyse der 
genomischen Struktur des entsprechenden Gens erf orderlich. 
Insgesamt wurden 18 Mononukleotid-Bereiche einer Sequenzanalyse 
unterzogen . 

Repeat-Bereiche konnten in 17 der 18 Falle durch Sequenzanaly- 
sen bestatigt werden. Nur ein Kandidat zeigte nicht das erwar- 
tete Ai 4 -Repeat. In zwei Kandidaten-Sequenzen lag der Repeat- 
Bereich innerhalb der vorhergesagten kodierenden Sequenz der 
genomischen DNA-Sequenzen, eine Expression konnte jedoch 
mittels RT-PCR-Analysen nicht nachgewiesen werden. Aufierdem war 
keine Information hinsichtlich ESTs oder einer partiellen 
kodierenden Sequenz identif zierbar , die zu dem Repeat-Bereich 
homolog war. Diese Untersuchungen wurden mittels der „EST 
Clustering software" durchgefuhrt (Husar-Programmpacket) . Somit 
lieferte die Sequenzanalyse zusammen mit den bestatigenden 
Experimenten die Basis fur die Identif izierung von 15 cMNR 
(vgl . Fig . 1 ) . 

Beispiel 4 : Nachweis von cDNR 

Fiir die cDNR wurden die gleichen Strategien fur die Se- 
quenzanalyse und die experimentelle Bestatigung der Sequenz- 
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daten angewandt, wobei mit den langsten cDNR-Kandidaten 
begonnen wurde . Nach Identif izierung von cDNA-Sequenzen von 4 
cDNR-Kandidaten wurde der MSI-Status in MSI+ und MSI- 
Dickdarmkrebszellinien und MSI+ Tumoren analysiert. Einer 
dieser Kandidaten ((AC) 7 ) zeigte eine Mutation in einem MSI+ 
Tumor, jedoch keine Mutation in den nicht-MSI+ (Tumor) zellen 
(vgl. Fig. 2) . Es wird davon ausgegangen, dass bei cDNR, deren 
Repeat-Anzahl hoher als 9 ist, die Mutationsrate erhoht ist, 

Beispiel 5: Untersuchungen zu Mutations r a ten der cMNR 

Im einzelnen wurden variierende Mutationsraten im Bereich von 
40 bis 80% in den drei C 9 -cMNR beobachtet und von 10 bis 100% 
in den Ai 0 -cMNR, wahrend die T xo - und N^n-cMNR konstant hohere 
Mutationsraten zwischen 75 und 100% zeigten. Bei drei cMNR- 
Markern ( (SYCP1 (A10) , ATR (A10) , und MBD4 (A10)j kbnnten in 
MSI+ - Zellinien und Tumorproben nur geringe 
Mutationsf requenzen nachgewiesen werden. In MSI+ Zellinien und 
MSI+ Tumoren wurden jedoch fur die beiden cMNR-Marker (HPDMPK 
(T14) und U79260 (T14)) hohe Mutationsraten nachgewiesen: Alle 
5 MSI+ Zellinien und 10 von 11 MSI + Tumoren zeigten eine 
Sequenzanderung hinsichtlich HPDMPK. Analoge Ergebnisse wurden 
fur die Mono-cMNR im U79260-Gen gefunden, das in alien 5 MSI+ 
Zellinien und 9 von 11 MSI+ Tumoren mutiert war {vgl. 
nachstehende Tabelle 2) . 
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Tabelle 2 : Frequenz von Mutationen in cMNR in MSI+ 
Tumorzellinien und MSI+ Tumoren. 
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o Mutation nicht vorhanden, • Mutation vorhanden. 
Beispiel 6: Expressionsanalysen von cMNR 

Die Expressionsspiegel der vorstehenden 15 cMNR enthaltenden 
Gene unterschieden sich stark und schwankten zwischen nicht 
nachv/eisbarer Expression und -* konstant starker Trans- 
kriptionsaktivitat in alien 14 getesteten Dickdarmkrebszelli- 
nien. Das an der Meiose beteiligte SYCPl-Gen und das ftir den 
hamatopoetischen Wachstumsf aktor FLT3LG kodierende Gen wurden 
in Dickdarmkrebszellinien nicht exprimiert. Das Gen HPDMPK, das 
stromabwarts des Genlocus fvir zwei mit rnyotonischer Dystrophie 
(Dystrophia myotonica) assoziierter Gene liegt und fur ein 
hypothetisches Protein kodiert und das fur das ER- 
Membranprotein SEC63 kodierende Gen wurden in alien Zellinien 
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nicht sehr stark, jedoch konstant exprimiert. Die aCl-mRNA und 
die Splice-Variante 3 des PTHrP-Gens (PTHL3) wurden in 
Dickdarmkrebszellinien in unterschiedlichem Ausmafi exprimiert. 
Beide Gene wurden in etwa 50% der untersuchten Zellinien 
exprimiert. Das fur die trif unktionelle Ribonukleotidsynthetase 
kodierende Gen GART, das fur die DNA-abhangige Proteinkinase 
kodierende Gen PRKDC und das mit dem Zellzyklus in Zusammenhang 
stehende Gen ATR wurden in Dickdarmzellinien hoch-exprimiert . 
Auch wird MAC30X in Dickdarmkrebszellinien hoch exprimiert 
(vgl. Fig. 3). Zusammengef afit kann jedoch f estgestellt werden, 
dass die Expressionsspiegel der betreffenden Gene mit dem MSI- 
Status der betroffenen Zellinien nicht korrelieren. 

Beispiel 7: MSI -Analyse von cDNAs 

Es wurde eine Fragmentanalyse amplif izierter cDNAs der 
vorstehenden cMNR von 14 Dickdarmkrebszellinien durchgef iihrt : 
Drei cMNR zeigten die Wildtyp-cDNA in betroffenen Zellinien 
(GART) Oder in den meisten betroffenen Zellinien (SEC 63) . Bei 
sieben cMNR herrschte Ubereinstimmung zwischen den genomischen 
und transkribierten Sequenzen (MAC30X, HPDMPK, U79260, MBD4 und 
ATR) . 

Beispiel 8: Stimulierung von CD8 + -T Zellen gegen ein 

vorstehendes Genprodukt und Lyse von dieses 
Genprodukt exprimierenden MSI+ -Tumor zellen . 

(a) Stimulierung von CD8*-T-Zellen gegen ein erfindungsgemaBes 
Neo-Peptid. 

Periphere Blutlymphozyten (PBL) wurden von einem HLA-A0201 
positiven gesunden Probanden durch Dichtezentrif ugation uber 
einen Ficoll Paque®-Gradienten auf gereinigt . T-Lymphozyten 
wurden durch Abtrennung der B-Lymphozyten bzw. der Monozyten 
mit Hilfe Antikorper gekoppelter Magnetobeads (CD11, CD16, 
CD19, CD36 und CD56) (Pan T-cell isolation Kit®^ Milteny, 
Bergisch Gladbach, Germany) gewonnen . Aus 30 ml Blut wurden 
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etwa 2 x 10 7 T-Zellen gewonnen. Von diesen wurden etwa 2 x 10 6 
T-Zellen mit autologen uber CD40 aktivierten B-Zellen (etwa 5 
x 10 s ) , die mit einem der HLA-A0201 restringierten Neo-Peptide 
der nachstehenden Tabelle 3 (vgl. auch Fig. 2) beladen worden 
waren, stimuliert, d.h. in 24 Lochplatten cokultiviert . Diese 
Stimulierung wurde funf bis sechs Wochen lang wochentlich 
wiederholt . 

Tabelle 3: Beispiele von HIA-A0201 restringierten Neo-Peptiden, 
die durch mutierte cMNR kodiert sind. 

AS-Sequenz des identifi 
zierten Neo-Peptids 

FLSASHFLL 

SLYKFSPFPL 

TLSPGWSAV 

Mittels bekannter IFN-gamma ELISpotanalyse ■ wurde die 
Reaktivitat gegenuber den Neo-Peptiden, beginnend an Tag 0, 
wochentlich bestimmt. Am Tag 28 wurde eine Reaktivitat von 1760 
spezifische Zellen / 1000000 Zellen gegen das Peptid #16 
(SLYKFSPFPL) , am Tag 35 von 1123 spezifische Zellen / 1000000 
Zellen gegen das Peptid #15 (FLSASHFLL) und von 733 spezifische 
Zellen / 1000000 Zellen gegen das Peptid #21 (TLSPGWSAV) 
beobachtet. Die Starke der Reaktion lag somit in Bereichen, die 
man normalerweise nur mit viralen Antigenen erreicht, der Wert 
fttr das Peptid GILGFVFTL, welches von einem Matrixprotein des 
Inf luenzavirus abgeleitet war, lag am Tag 35 bei 1170 
spezifische Zellen / 1000000 Zellen. Somit wird deutlich, dass 
gegen die erf indungsgemaJJen Neo-Peptide aktivierte CD8 + -T- 
Zellen stimuliert werden konnen. 

(b) Lyse von Zellen, die mit erfindungsgemaflen Neo-Peptiden 
beladen wurden 

Nach einer weiteren Restimulierung wurde das zytotoxische 




! Peptid- 

[Gen . lange 

JHPDMPK 9mer 

OGT lOmer 

IU7 92 60 9mer 



8NSDOCID: <WO 0204664 A2_l_> 



WO 02/04664 




PCT/DE01/02510 



Potential der aktivierten CD8 + -T-Zellen gegen die mit den Neo- 
Peptiden beladenen HLA-A2.1* Coloncarcinomzelllinien SW 4 80 und 
HCT 116, sowie T2-Zellen getestet. Als Kontrolle dienten 
unbeladene Zellen. Jeweils lxlO 6 Zellen wurden mit 51 Cr (lOOpCi) 
fiir Ih bei 37 °C radioaktiv markiert und mit steigenden Mengen 
an aktivierten CD8 + -T-Zellen fur 4h cokultiviert . Durch die 
Messung der f reigesetzten Radioaktivitat im (Jberstand wurde die 
spezifische Lyse der jeweiligen Zelllinie bestimmt. Es zeigte 
sich, dass die HLA-A0201 exprimierenden Zelllinien lysiert 
werden konnen, wenn sie mit Neo-Peptiden beladen sind, 
unbeladene Zellen werden nicht lysiert. 

Ferner wurden Kompetitions-Experimente durchgef tihrt . Durch 
Zugabe von einem Oberschuss (50 „kalte" zu 1 ,)heissen" Neo- 
Peptid beladenen Zelle) Neo-Peptid beladener, jedoch nicht 
radioaktiv markierter T2-Zellen zu einem Reaktionsansatz mit 
radioaktiv markierten, Neo-Peptid beladenen T2~Zellen und 
aktivierten CD8 + -T-Zellen konnte die Freisetzung von 
Radioaktivitat und damit die spezifische cytotoxische Aktivitat 
der T-Zellen kompetiert werden. Somit wird deutlich, dass die 
gegen die Neo-Peptide gerichteten CD8 + -T-Zellen spezifisch die 
Neo-Peptide exprimierenden Tumor zellen erkennen und lysieren. 
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Patentanspruche 

1. Gene mit kodierenden Mononukleotid-Mikrosatelliten (cMNR) 
oder Dinukleotid-Mikrosatelliten (cDNR) , wobei die Gene aus 
MSI+ -Tumorzellen isolierbar sind und sich von den 
entsprechenden Genen aus nicht-MSI+ (Tumor) zellen durch 
Mutationen in den cMNR oder cDNR unterscheiden und fur Neo- 
Peptide umfassende Genprodukte kodieren. 

2. Gene nach Anspruch 1, wobei die entsprechenden Gene aus 
nicht-MSI+ (Tumor ) zellen jene von Fig. 1 sind. 

3. Gene nach Anspruch 1 oder 2, wobei die aus MSI+- Tumorzellen 
isolierbaren Gene die in Fig. 2 angebenen Mutationen aufweisen. 

4. Genprodukte, kodiert durch die aus MSI+- Tumorzellen 
isolierbaren Gene nach einem der Anspruche 1-3. 

5. Antikorper, gerichtet gegen die Genprodukte nach Anspruch 4. 

6. Verfahren zur Identif izierung von aus MSI+-Tumorzellen 
isolierbaren Genen mit cMNR oder cDNR nach einem der Anspruche 
1 bis 3, bei dem man in Datenbanken von nicht- 
MSI+ (Tumor ) zellen nach cMNR oder cDNR enthaltenden Gen- 
Sequenzen sucht, diese zur Auffindung gleicher Gene in MSI+ - 
Tumorzellen verwendet . und letztere Gene dahingehend 
selektioniert , dafi sie gegenuber-' den Gen-Sequenzen aus den 
nicht-MSI+ (Tumor ) zellen Mutationen in den cMNR oder cDNR 
aufweisen und fur Neo-Peptide umfassende Genprodukte kodieren. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, wobei zur Auffindung der gleichen 
Gene in MSI+ -Tumorzellen eine PCR-Reaktion mit Primern 
durchgefuhrt wird, die aus den cMNR oder cDNR umfassenden Gen- 
Sequenzen entwickelt sind. 
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8. Verfahren nach Anspruch 6 oder 7, wobei die Primer jene von 
Tabelle 1 sind. 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 6-8, wobei auf solche 
Gene aus den MSI+ -Tumorzellen selektioniert wird, die in MSI+ 
-Tumorzellen verschiedener MSI+ -Tumoren gleichen Typs init 
einer Haufigkeit von 1 % - 100 % vorliegen. 

10. Kit, umfassend einen oder mehrere Vertreter eines Gens nach 
einem der Anspruche 1 bis 3, eines Genprodukts nach Anspruch 4, 
eines Antikorpers nach Anspruch 5 und/oder eines Primerpaares 
von Tabelle 1. 

11. Verwendung der Gene nach einem der Anspruche 1 bis 3, der 
Genprodukte nach Anspruch 4, der Antikorper nach Anspruch 5 
oder der Kits nach Anspruch 10 zur molekularen Untersuchung von 
MSI+ -Tumoren und ihren Vorstufen sowie zu deren Diagnose. 

12. Verwendung der Gene in exprimierbarer Form nach einem der 
Anspruche 1-3 oder der Genprodukte nach Anspruch 4 zur Immu- 
nisierung eines Individuums gegen MSI+ -Tumore und ihre Vor- 
stufen . 

13. Verwendung nach Anspruch 12, wobei die Immunisierung im 
Rahmen einer prophylaktischen und/oder therapeutischen 
Behandlung von MSI+- Tumoren erfolgt. 
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Figur 1 
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FUR MTKROSATELLITENINSTABILE (MSI+)-TUMORE RELEVANTE GENE UND IHRE GENPRO- 



>^ (57) Abstract: The invention relates to genes comprising coding mononucleotide microsatellites (cMNR) or dinucleotide microsatel- 
\^ lites (cDNR). The genes can be isolated from MSI+ tumour cells. Said genes differ from corresponding genes from non-MSI+ (tu- 
Tf mour) cells by mutations in the cMNR or cDNR and code for gene products including neopeptides. The invention also relates to the 
^5 use of the genes and their gene products for the prevention, diagnosis and/or therapy of MSI+ tumours. 

2 ( 57 ) Z-iisam men fassung: Die vorliegende Erfindung betrifft Gene mit kodierenden MononukJeotid-Mikrosatelliten (cMNR) oder 
Dinukleotid-Mikrosatelliten (cDNR), wobei die Gene aus MS1+ -Tumorzellen isolierbar sind und sich von den entsprechenden 
Genen aus nicht-MSI+(Tumor)zellen durchMutationen in den cMNR oder cDNR unterscheiden und fur Neo-Peptide umfassende 
Genprodukte kodieren. Femer betrifft die Erfindung die Verwendung der Gene bzw. deren Genprodukte zur Prevention, Diagnose 

1^ und/Therapie von MSI-f -Tumoren. 
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Fur mikrosatelliteninstabile (MSI+) -Tumore 
relevante Gene und ihre Genprodukte 

Die vorliegende Erfindung betrifft Gene, die fur MSI + -Tumore 
relevant sind, und ihre Genprodukte. Ferner betrifft die Er- 
findung ein Verfahren zur Identif izierung solcher Gene und die 
Verwendung der Gene bzw. deren Genprodukte zur Prevention, 
Diagnose und/oder Therapie von MSI+ -Tumoren. 

Tumorzellen akkumulieren Instabilitaten (Mutationen) in Genen, 
die fur die Auf rechterhaltung eines normalen Wachstums und 
einer normalen Dif f erenzierung essentiell sind. In menschlichen 
Tumoren wurden zwei Arten genetischer Instabilitat identi- 
fiziert: Chromosomale Instabilitat (CIN) und Mikrosatelliten- 
Instabilitat (MSI) , wobei letztere durch Langenvariationen 
repetitiver DNA-Sequenzen in diploiden Tumorzellen gekenn- 
zeichnet ist. Der Typ und das Spektrum mutierter Gene unter- 
scheidet sich stark zwischen CIN- und MSI + -Tumoren, was auf 
verschiedene, jedoch sich nicht gegenseitig ausschlieliende Wege 
der Krebsentstehung hindeutet. MSI tritt in etwa 90% von 
erblichen nicht-polyposen-kolorektalen Tumoren (HNPCC) auf 
sowie in etwa 15% von sporadischen Tumoren des Dickdarms und 
weiterer Organe und wird durch eine Mutations-bedingte Inakti- 
vierung unterschiedlicher DNA-Mismatchreparatur-Gene hervor- 
gerufen. MSI + -Tumore weisen besondere histopathologische Merk- 
male auf, Auch werden MSI+ -Tumore einer Klassif izierung unter- 
worfen, fur die in der Regel Mikrosatelliten in nicht-kodie- 
renden Bereichen oder Intronsequenzen herangezogen werden. 
Hinweise existieren allerdings, dafi auch Mikrosatelliten in 
kodierenden Genbereichen einer Instabilitat unterliegen. Dies 
konnte eine grofce Bedeutung fur die Tumorgenese von MSI+ -Tumo- 
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ren haben . 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit das technische Problem 
zugrunde, ein Mittel bereitzustellen, mit dem MSI + -Tumore auf 
molekularer Ebene untersucht werden konnen und das sich gege- 
benenfalls zur Diagnose und/oder Therapie von MSI + -Tumoren 
eignet . 

Erf indungsgemaft wird dieses technische Problem durch die Ge- 
genstande in den Patentanspruchen gelost. 

Die vorliegende Erfindung beruht auf der Erkenntnis des Anmel- 
ders, dafl in MSI + -Tumoren kodierende Mononukleotid-Mikrosatel- 
liten (cMNR) enthaltende Gene vielfach in ihren cMNR Instabi- 
litaten (Mutationen) aufweisen. Hierzu hat er mittels einer 
Computer-Algorithmus-gestutzten Datenbankanalyse ca. 17 000 
kodierende Mononukleotid-Mikrosatelliten (cMNR) und ca. 2000 
kodierende Dinukleot id-Mi krosatelli ten (cDNR) identif iziert , 
die aus Repeat-Einheiten mit n > 6 bzw. n > 4 bestehen. Die 
genetische Instabilitat von 15 cMNR (n > 9) und 4 cDNR (n > 5) 
und die Expression der entsprechenden Gene wurden in 16 MSI+ - 
und 20 nicht-MSI+ Tumoren und Zellinien untersucht, wobei bei 
diesen Analysen eine Fokussierung auf lange Repeateinheiten 
erfolgte. Die cMNR bzw. cDNR zeigten Instabilitats (Muta- 
tions ) haufigkeiten, die in MSI+ - Tumorzellen von 1 - 100% 
reichten, in nicht-MSI+ (Tumor ) zellen waren die cMNR bzw. cDNR 
jedoch stabil. Die meisten cMNR enthaltenden Gene (10 von 15 = 
66%) wurden in alien MSI+ - und hicht-MSI+ (Tumor ) zellen hoch 
exprimiert, wobei keine signifikante Korrelation zwischen dem 
Expressionsspiegel und der Mutationshauf igkeit beobachtet 
werden konnte. Daruber hinaus hat er gefunden, dafi die 
instabilen cMNR bzw. cDNR tragenden Gene fur Neo-Peptide 
umfassende Genprodukte kodieren und dafl sich diese Genprodukte 
zur Immunisierung eines Individuums gegen MSI+ -Tumore bzw. 
ihre Vorstufen eignen. Es wird auf die Figuren 1-3, Tabellen 1- 
3 und die nachs tehenden Beispiele verwiesen. 
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Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind somit Gene mit 
kodierenden Mononukleotid-Mikrosatelliten (cMNR) Oder 
Dinukleotid-Mikrosatelliten (cDNR) , wobei die Gene aus MSI+ - 
Tumorzellen isolierbar sind und sich von den entsprechenden 
Genen aus nicht-MSI+ (Tumor) zellen durch Mutationen in den cMNR 
oder cDNR unterscheiden und fur Neo-Peptide umfassende 
Genprodukte kodieren. 

Der Ausdruck "kodierende Mononukleotid-Mikrosatelliten" umfalit 
Repeat-Einheiten von mindestens drei gleichen Mononukleotiden 
A, T, G oder C (n £ 3) , wobei die Repeat-Einheiten in 
kodierenden Gen-Bereichen vorliegen. 

Der Ausdruck "kodierende Dinukleotid-Mikrosatelliten" umfalit 
Repeat-Einheiten von mindestens drei gleichen Dinukleotiden 
(AC, AG, AT, CA, CG, CT, GA, GC, GT, TA, TC, TG, n > 3) , 
vorzugsweise von mindestens sechs ( n ^ 6) und ganz besonders 
bevorzugt von mindestens neun (n ^ 9) , wobei die Repeat- 
Einheiten in kodierenden Gen-Bereichen liegen. 

Der Ausdruck "Gene mit mutierten cMNR oder cDNR" , die aus MSI+ 
-Tumorzellen isolierbar sind, umfalit solche Gene in 

vollstandiger Lange, wie auch die Mutationen und die fur die 
Neo-Peptide kodierenden Sequenzen enthaltende Teile davon. 

Der Ausdruck "MSI-f -Tumorzellen" umfalit jegliche Tumorzellen, 
die eine Mikrosatelliten-Instabilitat aufweisen. Solche Tumor- 
zellen konnen in jeglicher Form, z.B. in einem Verband von 
Zellen, insbesondere in einem Tumor, oder als solche in Kultur 
gehalten, vorliegen. Bevorzugte MSI+ - Tumorzellen umfassen die 
Zellinien LoVo, KM12, HCT116, LS174 und SW48. 

Der Ausdruck "nicht-MSI+ (Tumpr) zellen" umfalit jegliche Zellen, 
die keine Mikrosatelliten-Instabilitat aufweisen. Solche Zellen 
konnen jeglicher Art und Abstammung sein, z.B. konnen die 
Zellen von gesunden Individuen oder aus Tumoren stammen, bzw. 
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Tumor-Zellinien sein. 

Die Ausdriicke "Mutationen" und "Neo-Peptide umfassende 
Genprodukte" weisen darauf hin, daB in den kodierenden 
Mikrosatelliten (cMNR oder cDNR) von aus MSI + -Tumorzellen 
isolierbaren Genen Mutationen im Vergleich zu den cMNR oder 
cDNR der entsprechenden Gene aus nicht-MSI+ (Tumor) zellen 
vorliegen, wobei die Mutationen derart sind, daB die Gene fur 
Neo-Peptide umfassende Genprodukte kodieren. Beispielsweise 
stellen sich die Mutationen als Insertionen und/oder Deletionen 
von einem oder mehreren Mono- bzw. Dinukleotiden dar. Die 
Mutationen fiihren zu Leserahmenverschiebungen derart, daB die 
Genprodukte in Form von Neo-Peptide, d.h. neugenerierte 
Peptide, umfassenden Genprodukten vorliegen. 

In bevorzugter Ausf uhrungsf orm sind die erf indungsgemaBen Gene 
solche, die sich von den in Fig. 1 angegebenen Genen aus nicht- 
MSI+ (Tumor ) zellen durch Mutationen in den cMNR oder cDNR 
unterscheiden und fur Neo-Peptide umfassende Genprodukte 
kodieren. Ganz besonders weisen die erf indungsgemaBen Gene die 
in Fig. 2 angegebenen Mutationen in den cMNR oder cDNR auf und 
kodieren fur die angegebenen Neo-Peptide umfassenden 
Genprodukte. 

Erf indungsgemaBe Gene konnen durch verschiedene Verfahren 
identif iziert und berei tgestellt werden. Gunstig ist ein Ver- 
fahren, bei dem man in Datenbanken von nicht-MSI+ (Tumor ) zellen 
nach kodierende Mononukleotid-Mikrosatelli ten (cMNR) oder 
Dinukleotid-Mikrosatelliten ( cDNR) enthaltenden Gen-Sequenzen 
sucht, diese zur Auffindung gleicher Gene in MSI+ -Tumorzellen 
verwendet und letztere Gene dahingehend selektioniert , daB sie 
gegenuber den Gen-Sequenzen aus den nicht-MSI+ (Tumor ) zellen 
Mutationen in den cMNR oder cDNR auf weisen und fur Neo-Peptide 
umfassende Genprodukte kodieren. Von Vorteil ist es, wenn . zur 
Auffindung der Gene in den MSI+ - Tumorzellen DNA dieser einer 
PCR-Reaktion mit Primern unterzogen wird, die aus den cMNR oder 
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cDNR umf assenden Gen-Sequenzen entwickelt sind. Vorzugsweise 
umfassen die Primer die in Tabelle 1 angegebenen Sequenzen. 
Ferner ist es gunstig, hinsichtlich der Selektion der Gene aus 
den MSI+ -Tumorzellen auf solche zu selektionieren, die in MSI+ 
-Tumorzellen von verschiedenen MSI+ -Tumoren gleichen Typs mit 
einer Haufigkeit von ca. 1 % - 100% vorliegen. Des weiteren ist 
es vorteilhaft zur Isolierung der Gene aus den MSI+ 
Tumorzellen die entsprechenden Gen-Sequenzen aus der Datenbank 
zur Erstellung geeigneter Primer zu verwenden und mit diesen 
die Gene in den MSI+ -Tumorzellen zu amplif izieren . Eine 
Klonierung der amplif izierten Gene und ihre Expressionen konnen 
dann durch ubliche Verfahren erfolgen. Als Vektoren zur 
Expression in E.coli sind z.B. pGEMEX, pUC-Derivate, pGEX-2T, 
pET3b und pQE-8 zu nennen. Ferner sind fur die Expression in 
tierischen Zellen z.B. pKCR, pEFBOS, cDM8 und pCEV4 sowie fur 
die Expression in Insektenzellen z.B. der Bacculovirus- 
Expressionsvektor pAcSGHisNT-A, anzuftihren. Der Fachmann kennt 
geeignete Zellen, urn die in den Expressionsvektoren 
vorliegenden Gene zu exprimieren. Beispiele solcher Zellen 
umfassen die E.coli Stamme HB101, DH 1, xl776, JM101, JM109, 
BL21 und SG13009, den Hefe-Stamm Saccharomyces cerevisiae und 
die tierischen Zellen L, NIH 3T3, FM3A, CH0, COS, VERO und HeLa 
sowie die Insektenzellen sfg. Des weiteren kennt der Fachmann 
Bedingungen, transf ormierte bzw. transf izierte Zellen zu 
kultivieren und die exprimierten Genprodukte zu isolieren und 
zu reinigen. Erganzend wird auf Sambrook et al., Molecular 
Cloning: A Laboratory Manual, 2. Ausgabe, Cold Spring Harbor 
Laboratory Press, Cold Spring Harbor NY (198 9) verwiesen. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Gen- 
produkte, die durch die vorstehenden Gene kodiert sind. Es wird 
auf die vorstehenden Ausfvihrungen hinsichtlich der 
erf indungsgemafcen Gene verwiesen. Diese Ausfiihrungen gelten 
entsprechend fur die erf indungsgemaften Genprodukte. Ins- 
besondere handelt es sich um solche Genprodukte, die sich durch 
Mutationen in den durch die cMNR Oder cDNR kodierten Bereiche 
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von jenen Genprodukten der in Fig. 1 angegebenen Gene 
unterscheiden und Neo-Peptide umfassen. Ganz besonders umfassen 
die Genprodukte die durch die in Fig. 2 angegebenen cMNR oder 
cDNR bedingten Mutationen und weisen die angegebenen Neo- 
Peptide auf. Zur Bereitstellung der vorstehenden Genprodukte 
konnen ubliche Verfahren verwendet werden. Es wird auf 
vorstehende Ausfuhrungen verwiesen. Auch kann es giinstig sein, 
die Neo-Peptide als solche, insbesondere mittels Peptidsynthese 
bereitzustellen . Erganzend wird auf Sambrook et al., supra 
verwiesen . 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erf indung . sind Anti- 
korper, die gegen die vorstehenden Genprodukte gerichtet sind. 
Es wird auf die vorstehenden Ausfuhrungen hinsichtlich der 
Genprodukte verwiesen. Diese Ausfuhrungen gelten entsprechend 
fur die erf indungsgemafcen Antikorper. Vorzugsweise handelt es 
sich bei diesen Antikorpern um monoklonale, polyklonale oder 
synthetische Antikorper oder Fragmente davon. In diesem 
Zusammenhang bedeutet der Begriff ^Fragment" alle Teile des 
monoklonalen Antikorpers (z.B. Fab-, Fv- oder ^single chain 
Fv. xv -Fragmente) , welche die gleiche Epitopspezif itat wie der 
vollstandige Antikorper aufweisen. Die Herstellung solcher 
Fragmente ist dem Fachmann bekannt . Vorzugsweise handelt es 
sich bei den erf indungsgemaflen Antikorpern um monoklonale 
Antikorper. Die er f indungsgemaften Antikorper konnen gemaii 
Standardverf ahren hergestellt werden, wobei vorzugsweise die 
vorstehenden Genprodukte als Immunogen dienen . Verfahren zur 
Gewinnung monoklonaler Antikorper sind dem Fachmann bekannt. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind auch 
Kits, die sich zur Untersuchung auf molekularer Ebene von MSI+ 
-Tumoren sowie zu deren Diagnose eignen. Ferner eignen sich die 
Kits zur Identif izierung von fur MSI+ -Tumore relevanten Genen. 
Solche Kits umfassen einen oder mehrere Vertreter eines erfin- 
dungsgemaften Gens, Genprodukts, Antikorpers und/oder Primer- 
paares. Es wird auf die vorstehenden Ausfuhrungen hinsichtlich 
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erf indungsgemafter Gene, Genprodukte und Antikorper verwiesen. 
Ferner konnen die Kits weitere Substanzen, wie reverse 
Transkriptase, DNA-Polymerase, Ligase, Puffer und Reagenzien, 
z.B. Markierungen, dNTPs, enthalten. Des weiteren konnen die 
erf indungsgemalien Gene, Genprodukte, Antikorper und/oder 
Primerpaare markiert sein. Auch konnen sie frei vorliegen oder 
an einen festen Tr^ger, z.B. ein Testrohrchen, eine 
Mikrotiterplatte, ein Tes t stabchen, etc., immobilisiert sein. 
Die Kits konnen weiterhin geeignete Reagenzien zum Nachweis von 
Markierungen oder zur Markierung positiver und negativer 
Kontrollen, Waschlosungen, Verdiinnungspuf f er , etc. enthalten. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Ver- 
fahren zur Immunisierung eines Individuums gegen MSI+ -Tumore 
und ihre Vorstufen, bei dem dem Individuum ein vorstehendes Gen 
in exprimierbarer Form oder ein durch dieses kodierte 
Genprodukt verabreicht wird. Es wird auf die vorstehenden 
Ausfuhrungen hinsichtlich erfindungegemSBer Gene und 
Genprodukte verwiesen . 

Fur die Verabreichung eines vorstehenden Gens kann dieses als 
RNA oder DNA, vorzugsweise als DNA vorliegen. Ferner kann es 
als solches, d.h. zusammen mit fur seine Expression geeigneten 
Elementen, oder in Verbindung mit einem Vektor vorliegen. 
Beispiele solcher Elemente sind Promotoren und Enhancer, wie 
CMV-, SV40-, RSV-, Metallothionein I und Polyhedrin-Promotor 
bzw. CMV- und SV40-Enhancer . Weitere fur die Expression ge- 
eignete Sequenzen gehen aus Goeddel: Gene Expression Technolo- 
gy: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA 
(1990) hervor. Daruberhinaus konnen als Vektoren jegliche fur 
die Expression in Saugerzellen geeignete Vektoren verwendet 
werden. Dies sind z.B. pcDNA3, pMSX, pKCR, pEFBOS, cDM8 und 
pCEV4 sowie von pcDNAI/amp, pcDNAI/neo, pRc/CMV, pSV2gpt, 
pSV2neo, pSV2-dhfr, pTk2, pRSVneo, pMSG, pSVT7, pko-neo und 
pHyg stammende Vektoren. Auch konnen als Vektoren rekombinante 
Viren, z.B. Adenovirus, Vaccinia-Virus oder Adeno-assoziiertes 
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Virus, verwendet werden. 

Fur die Verabreichung eines vorstehenden Genproduktes kann 
dieses als solches oder in Verbindung mit Tragern vorliegen. 
Gunstig ist es, wenn die Trager im Individuum nicht als immu- 
nogen wirken. Solche Trager konnen Individuum-eigene oder - 
fremde Proteine bzw. Fragmente davon sein. Bevorzugt sind 
Trager, wie Serumalbumin, Fibrinogen oder Transferrin bzw. ein 
Fragment davon . 

Mit einem vorstehenden Gen in exprimierbarer Form oder einem 
durch dieses kodierten Genprodukt kann ein Individuum immuni- 
siert werden, das an einem MSI + -Tumor erkranken kann oder 
bereits an einem solchen erkrankt ist. Beispiele eines solchen 
Individuums sind der Mensch und das Tier sowie Zellen von 
diesen. Die Immunisierung kann unter ublichen Bedingungen 
erfolgen, wobei die Menge des zu verabreichenden Gens bzw. des 
durch dieses kodierten Genproduktes leicht zu bestimmen ist. 
Sie hangt u.a. davon ab, ob die Immunisierung des Individuums 
mehr auf eine Induktion von gegen das Genprodukt gerichteten 
Antikorpern oder auf eine Stimulierung von gegen das Genprodukt 
gerichteten cytotoxischen T-Zellen, z.B. CD8 + T-Zellen, 
abzielt. Beide Moglichkeiten der Immunisierung konnen durch die 
vorliegende Erfindung erreicht werden. Desweiteren hangt die 
Menge davon ab, ob die Immunisierung als prophylaktische oder 
therapeutische Behandlung beabsichtigt ist. Daruber hinaus 
spricht das Alter, das Geschlecht und das Gewicht des 
Individuums sowie weitere klinische Parameter, z.B. Nieren- 
/Leberf unktion, eine Rolle fur die Bestimmung der Menge. 
Gunstig ist es, wenn dem Individuum 100|ig 1 g eines 

vorstehenden Genproduktes bzw. 10 6 - 10 12 infektiose Partikel 
eines rekombinanten, ein vorstehendes exprimierbares Gen 
enthaltenden Virus injiziert werden. Die Injektion kann an 
mehreren Stellen des Individuums intramuskular , subkutan, 
intradermal oder in jeder anderen Applikationsf orm erfolgen. 
Ferner kann es gunstig sein, ein oder mehrere "Booster- 
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Injektionen" mit ca . gleicher Menge durchzuf lihren . 

Somit ermdglicht es die vorliegende Erfindung, MSI + -Tumore 
diagnostisch zu erfassen. Ferner konnen diese Tumore auch 
prophylaktisch und therapeutisch angegangen werden. 

Kurze Beschreibung der Figuren: 

Figur 1 : 

Gene mit cMNR oder cDNR aus nicht-MSI+ - (Tumor ) zellen 
Figur 2 : 

Mutationen in cMNR oder cDNR aus MSI+-Tumoren und daraus 
resultierende Neo-Peptide. Ferner ist der Vergleich mit ent- 
sprechenden Genen aus nicht-MSI+ (Tumor ) zellen gezeigt. 

Figur 3 : 

Untersuchung der mRNA-Expression in Dickdarmkrebs-Zellinien 
uber RT-PCR 

Die folgenden Beispiele erlautern die Erfindung. 

Beispiel 1 : Allgemeine Verf ahren 

(A) Datenbank-Analysen 

Fur die Suche nach Mononukleotid- und Dinukleotid-Repeats in 
menschlichen kodierenden Sequenzen wurde die EMBL-Datenbank- 
Verof f entlichung (EMBL Rel.62, Marz 2000) zugrundegelegt . Eine 
Anzahl von Bef ehlsroutinen bzw. Programmen f sog. ^Perl scripts 
„ (Wall et al . , Programming Perl. O'Reilly & Associates, Inc., 
(1996)) wurde geschrieben, die alle menschlichen 109289-EMBL- 
Eintrage hinsichtlich der Anwesenheit von kodierenden Sequenzen 
uberpriiften. Diese kodierenden Sequenzen wurden hinsichtlich 
der Anwesenheit von Mononukleotid- und Dinukleotid-Repeats mit 
mindestens 6 Basen (im Fall von Mononukleotid-Repeats) bzw. 8 
Basen (im Fall von Dinukleotid-Repeats uberprvift. Lediglich der 
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langste Repeat jedes Nukleotidtyps bei einem Datenbankeintrag- 
Kandidaten wurde als Mononukleotid-Repeat auf gezeichnet . 
Hinsichtlich der Dinukleotid-Repeats wurden alle 12 
unterschiedlichen Arten von Dinukleotid-Repeats beriicksichtigt . 
Eintrage fur cDNA und genomische DNA wurden getrennt behandelt; 
falls beide DNA-Arten fiir ein Gen zur Verfugung standen, wurde 
der genomischen Sequenz Prioritat gegeben. Zusatzlich wurden 
verschiedene Filter verwendet. Beispielsweise wurden als 
Pseudogene ausgewiesene Eintrage ausgeschlossen, da Pseudogene 
in der Regel nicht transkribiert werden. Somit handelt es sich 
bei solchen Repeats urn nicht-kodierende Mikrosatelliten . Alle 
identif izierten Kandidaten-Sequenzen wurden in einer 
relationalen Datenbank fiir weitere Analysen gespeichert . 

(B) Analyse von cMNR- und cDNR-Kandidatenlisten 
Um die Analyse ungeeigneter Kandidaten-Sequenzen zu vermeiden, 
wurden alle Kandidaten ausgeschlossen, von denen bekannt war, 
dass es sich um Pseudogene oder Mitglieder der Immunglobulin- 
Familie handelt. Aufcerdem wurden alle Kandidaten 
ausgeschlossen, die die Repeats am Sufcersten 5'- oder 3'-Ende 
der bekannten Sequenz aufwiesen, sowie alle cMNR oder cDNR, die 
bei naherer Analyse der Primardaten als Klonierungs- oder 
Sequenzierungsartefakte identif iziert werden konnten. Es wurden 
alle cMNR mit mehr als 9 A- und T-Repeats und alle C- oder G- 
Repeats mit 9 Repeat-Einheiten selektiert, da die Wahr- 
scheinlichkeit der Mikrosatelliten-Instabilitat in Tumoren mit 
dem Mutator-Phanotyp mit der Anzahl der Repeat-Einheiten an- 
steigt (Strauss et al., Nucleic Acids Res. 25 (1997), 806-813). 
Im AnschluB daran wurden zwei voneinander unabhangige BLAST- 
Analysen durchgefuhrt (Altschul et al . , Nuc. Ac. Res. 25 
(1997), 3389-3402). Somit wurde versucht, homologe als auch 
genomische Sequenzen zu identif izieren, um so die Exon/Intron- 
Obergange der ausgewahlten cDNAs identif izieren zu konnen, was 
die Bestatigung daflir gestattete, dass der Repeat-Bereich in 
der cDNA nicht aufgrund eines Splicing-Prozesses entstanden 
war. In einigen Fallen wurden Unterschiede zwischen den Repeat- 
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Sequenzen der cDNAs und denen von anderen verof f entlichten 
Sequenzen genau in dem Repeat-Bereich erhalten. Folglich mulite 
zur Verif izierung der Sequenzinf ormation in jedem Repeat- 
Bereich die genomische DNA sequenziert werden. Exon/Intron- 
Obergange wurden :durch MALIGN-Analyse (HUSAR-Sof tware- 
Programmpacket) einer Kandidaten-cDNA und einer homologen 
genomischen DNA-Sequenz identif iziert . 

(C) Zellinien und Tumorproben 

14 menschliche Dickdarmkrebszellinien wurden hinsichtlich 
Mikrosatelliten-Anderungen in jedem vorstehenden Gen 
untersucht. Ftinf der 14 Dickdarmkrebszellinien sind als MSI+ 
klassifiziert (LoVo, KM12L4, HCT116, LS174T und SW48 ) , wahrend 
neun Zellinien als MSI-niedrig oder MSI-negativ klassifiziert 
sind (CXF94 , SW948, LS180, SW707, CaCo-2, HT29, Colo320DM, 
SW480 und CX-2) . Die Zellinien SW48 und HCT 116 wurden von der 
ECACC [http : //www . carar . org .uk/f rame . htm] bezogen* Die Linien 
HT29, SW707, SW948, CaCo 2, CX-2, CXF94 , SW480, COLO320DM. 
LoVo, LS174T, und LS180 wurden durch die Tumorbank des 
Deutschen Krebsf orschungszentrums bezogen. KM12L4 Zellen wurden 
von Dr. I.J. Fidler, MD Anderson Cancer Center, Houston, USA 
zur Verfugung gestellt. Ferner wurden 10 MSI + CRC-Tumore 
analysiert, ein MSI + Eierstocktumor (B190 TU) und zwei MSI- 
niedrige bzw. MSI-negative CRC-Tumore (B215 TU und B245 TU2) . 
Die Paraf f in-eingebeteten Tumoren wurden dem archivierten 
Material der Chirurgischen Universitatsklinik Heidelberg 
entnommen, bzw. durch das Institut fur Pathologie Mannheim zur 
Verfugung gestellt. Genomische DNA der Tumor- und der 
entsprechenden durch Mikrodissektion mit Standardverf ahren 
erhaltenen Mukosa-Proben wurden von Ch . Sutter zur Verfugung 
gestellt (Sutter et al., Mol. Cell Probes. 13 (1999), 157-165). 
Der MSI-Status wurde mittels des „NCI ICG-HNPCC"- 
Mikrosatellitenmarker-Panels (Boland et al., Cancer Res. _58 
(1998), 5248-5257) sowie zusatzlich mittels Amplif ikation der 
weiteren Mikrosatellitenmarker BAT40, ACTC, D13S153, D5S107 und 
D5S406 ermittelt. 



BNSDOCID: <WO_0204664A2JA> 



WO 02/004664 




PCT/DE01/02510 



12 

(D) Genomische MSI-Analysen 

Primer wurden mittels des im „HUSAR"-Programmpacket enthaltenen 
„ PRIMER" -Programms entworfen und nach weiteren Bindungsstellen 
(Sequenzhomologen) zu anderen menschlichen Sequenzen durch eine 
„FASTA"-Analyse [HUSAR-Programmpaket] . uberpriift. Die 
Primerpositioneri wurden so ausgewahlt, dass sie moglichst nahe 
an dem Repeat-Bereich lagen, urn so ein kurzes Amplimer mit 
einer Lange von etwa 100 bp zu erhalten. Dies war fur eine 
genaue Fragmentanalyse der von in Paraffin eingebetteten Gewe- 
beproben erhaltenen DNA optimal. Aufierdem erwies sich dies als 
fur die Analyse von Kandidaten mit unbekannter genomischer 
Struktur notwendig. Alle verwendeten Primer sind in der 
nachstehenden Tabelle 1 aufgelistet. 

PCR-Reaktionen wurden in einem Gesamtvolumen von 25 |il (50 ng 
genomische DNA, 2,5 [il 10 x Reaktionspuf f er (Life Technologies, 
Eggenstein-Leopoldshaf en, Deutschland) , 1,5 mM MgCl 2 , 200 
dNTPs, 0,25 \xM von jedem Primer und 0,5 E Taq DNA-Polmyerase 
(Life Technologies)) durchgef iihrt . Ein Primer war am 5'-Ende 
Fluoreszein-markiert. Nach einem initialen Denaturie- 
rungsschritt bei 94°C (4 min.) wurden 35 Zyklen bei 94°C 
Denaturierungstemperatur fur 30' ' , unterschiedlichen An- 
lagerungstemperaturen je nach Primersystem bei 57°-63°C fur 
45'' und 72°C Extensionstemperatur fur 30'' durchgef uhrt, 
danach schlofi sich ein letzter Elongationsschritt bei 72° (6 
min.) an. PCR-Produkte wurden auf einem 2% Agarose-Gel 
analysiert. Vor der . Fragment-Analyse wurden die 
Amplif ikationsprodukte 1:2 bis 1:10 verdunnt und 1 |il des 
verdunnten Produkts wurden mit 5 jal Auf tragspuf f er (0,6% „blue 
dextran N \ 100% Formamid) vermischt. Die Proben wurden 3 min. 
bei 90° denaturiert und anschliefiend wurden die Fragmente auf 
einem „ALF XX -DNA-Sequenzierungsgerat (Amersham Pharmacia 
Biotech, Freiburg, Deutschland) unter Verwendung von 6,6% 
Polyacrylamid/7 M Harnstof f -Gelen elektrophoretisch 
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aufgetrennt. Die Grofte, Hohe und das Profil der 
Mikrosatelliten-Peaks wurde mittels der /.AlleleLinks^-Sof tware 
(Amersham Pharmacia Biotech) analysiert. 
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(E) Bestatigung der Sequenz 

Alle kodierenden Mikrosatelliten wurden durch „Thermocycle"- 
Sequenzierung bestatigt. PCR-Reaktionen wurden wie vorstehend 
beschrieben durchgef uhrt . PCR-Produkte wurden mittels des 
„QIAquick"- PCR-Reinigungskits (Qiagen, Hilden, Deutschland) 
gereinigt und mit den entsprechenden Primern unter Verwendung 
des „Big Dye terminator cycle sequencing kit (Perkin Elmer, 
Darmstadt, Deutschland) sequenziert . 

(F) Expressionsanalysen und cDNA-MSI-Analysen 

Poly(A)RNA von 14 Dickdarmkrebszellinien wurde mittels des 
Oligo (dT) -Zellulose-Verf ahrens (Vennstrom und Bishop, Cell 2J3 
(1982), 135-143) extrahiert. Die Qualitat der RNA-Praparation 
und der Reversen Transkription wurde mittels GAPDH-Amplif ika- 
tion (Hsu et al . , Int. J. Cancer, 55: 397-401, 1993) uberpruft. 
Primerpaare, die eine Dif f erenzierung nach Grofle zwischen cDNA- 
und eventuell als Kontamination enthaltenen genomischen DNA- 
Amplimeren erlaubten, wurden fur die Expressionsanalyse durch 
semi-quantitative RT-PCR als geeignet erachtet. Im Fall einer 
unbekannten Exonstruktur wurden Primer entworfen, die auf der 
cDNA lokalisiert waren und es wurde uberprUft, ob genomische 
PCR entweder dasselbe Amplif ikationsprodukt ergab wie die RT- 
PCR, ein langeres oder uberhaupt keines. Alle verwendeten 
Primer sind in Tabelle 1 auf gef uhrt. 100 ng poly(A+)RNA wurden 
mittels 0,5 jig oligo (dT) 12-18 in einem Endvolumen von 20 ill mit 
200 Einheiten M-MLV Reverser Transkriptase (Superscript, Life 
Technologies) 1 Stunde bei 37°C revers transkribiert . Zur 
Oberprufung der RNA-Integritat und der Synthese des ersten 
cDNA-Strangs wurden Kontroll-PCR-Reaktionen mittels GAPDH- 
spezifischen Primern durchgefuhrt (Hsu et al., Int. J. Cancer 
55 (1993), 397-401). PCR-Reaktionen wurden in einem 
Gesamtvolumen von 50 \xl (1 jil cDNA, 5 pi 10 x Reaktionspuf f er 
(Life Technologies), 1,5 mM MgCl 2/ 200 11M dNTPs, 0,25 jaM von 
jedem Primer und 0,5 Einheiten Taq DNA-Polymerase (Life 
Technologies) mittels des vorstehend fur die Amplif ikation 
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genomischer DNA beschriebenen Amplif ikationsprotokolls durch- 
gef iihrt. Die PCR-Produkte wurden auf 2% Agarose-Gelen aufge- 
trennt und liber Ethidiumbromid-Farbung sichtbar gemacht. 

PCR-Reaktionen fur cDNA-MSI-Analysen wurden wie fur die Ex- 
pressionsanalysen beschrieben durchgef uhrt , aulier dass ein am 
5'-Ende mit Fluoreszein markierter Primer verwendet wurde. Die 
Fragmentanalyse wurde wie fiir die genomische Analyse beschrie- 
ben durchgef uhrt . 

Beispiel 2 : Computergestutzte Analysen 

Die Computer-Datenbank-Sequenzanalyse ergab 365 Kandidaten fur 
Mononukleotid-Repeats mit einer Minimallange von 9 Basen 
(Gesamt: 17 654 Mononukleotid-Repeats mit einer Lange von > 6 
Basen) . Ferner wurden 2028 Dinukleotid-Repeats mit einer 
Minimallange von 8 Basen gefunden. Der langste Mononukleotid- 
Bereich umfasste 32 Basen und der langste Dinukleotid-Bereich 
42 Basen, d.h., 21 Repea t -Einheiten . 

Beispiel 3: Identifizierung von cMNR 

Hierfur wurden alle cMNR mit 10 oder mehr Repeat-Einheiten und 
alle C- oder G-Repeat-Bereiche mit 9 oder mehr Repeat-Einheiten 
analysiert, da davon ausgegangen wurde, dass in den langeren 
Repeat-Bereichen eine hohere Mutationrate vorlag. Aufcerdem 
wurden alle Kandidaten-Sequenzen , die weitere 

Ausschluftkriterien erflillten, von einer Analyse ausgeschlossen . 
Somit wurden insgesamt 4 3 cMNR Kandidaten-Sequenzen erhalten, 
die 12 Duplikate umfallten, wodurch 31 verschiedene Kandidaten- 
Sequenzen ausgewahlt wurden. 

Diese Kandidaten-Sequenzen muliten experimentell als 
Mikrosatelliten in kodierenden Bereichen verifiziert werden. 
Daher muliten die Repeat-Bereiche flankierende Primer ftir jede 
Kandidaten-Sequenz entworfen werden. Die vollstandige 
Information uber die genomische Struktur konnte mittels eines 
Sequenzvergleichs der cDNAs mit Datenbanken fur die genomische 
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Sequenz erhalten werden. Der systematische Sequenzvergleich 
lieferte Inf ormationen uber Exori/Intron-Obergange und 
kodierende Bereiche fttr 9 der 31 Kandidaten-Sequenzen . 

Daher mufiten fur die restlichen 22 cDNA-Sequenzen ohne ver- 
offentlichte genomische Struktur Primerpaare auf der Basis der 
cDNA-Sequenz entworfen werden. Die Amplif ikation der Repeat- 
Bereiche sowohl in der cDNA als auch der entsprechenden genom- 
ischen DNA ergab identische PCR-Produkte in weiteren 9 der 22 
Kandidaten, was zeigt, dass diese 9 Sequenzen den Mononukleo- 
tid-Bereich in einem kodierenden Bereich enthalten. Die PCR- 
Reaktion der genomischen DNA-Sequenzen verlief in 13 Mononu- 
kleotid-Bereichen negativ oder ergab langere Amplimere als liber 
die Amplif ikation der entsprechenden cDNA . Fur jede dieser 
Kandidaten-Sequenzen war somit eine weitere Analyse der 
genomischen Struktur des entsprechenden Gens erf orderlich . 
Insgesamt wurden 18 Mononukleotid-Bereiche einer Sequenzanalyse 
unterzogen . 

Repeat-Bereiche konnten in 17 der 18 Falle durch Sequenzanaly- 
sen bestatigt werden. Nur ein Kandidat zeigte nicht das erwar- 
tete Ai 4 -Repeat. In zwei Kandidaten-Sequenzen lag der Repeat- 
Bereich innerhalb der vorhergesagten kodierenden Sequenz der 
genomischen DNA-Sequenzen, eine Expression konnte jedoch 
mittels RT-PCR-Analysen nicht nachgewiesen werden. AuJJerdem war 
keine Information hinsichtlich ESTs oder einer partiellen 
kodierenden Sequenz identif zierbar , die zu dem Repeat-Bereich 
homolog war. Diese Untersuchungen wurden mittels der „EST 
Clustering software" durchgefuhrt (Husar-Programmpacket ) . Somit 
lieferte die Sequenzanalyse zusammen mit den bestatigenden 
Experimenten die Basis fur die Identif izierung von 15 cMNR 
(vgl. Fig. 1) . 



Beispiel 4 : Nachweis von cDNR 

Fur die cDNR wurden die gleichen Strategien fur die Se- 
quenzanalyse und die experimentelle Bestatigung der Sequenz- 
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daten angewandt, wobei mit den langsten cDNR-Kandidaten 
begonnen wurde. Nach Identif izierung von cDNA-Sequenzen von 4 
cDNR-Kandidaten wurde der MSI-Status in MSI + und MSI- 
Dickdarmkrebszellinien und MSI + Tumoren analysiert. Einer 
dieser Kandidaten ((AC) 7) zeigte eine Mutation in einem MSI+ 
Tumor, jedoch keine Mutation in den nicht-MSI+ (Tumor ) zellen 
(vgl. Fig. 2). Es wird davon ausgegangen, dass bei cDNR, deren 
Repeat-Anzahl hoher als 9 ist, die Mutationsrate erhoht ist, 

Beispiel 5: Untersuchungen zu Mutationsraten der cMNR 

Im einzelnen wurden variierende Mutationsraten im Bereich von 
40 bis 80% in den drei C 9 -cMNR beobachtet und von 10 bis 100% 
in den Ai 0 -cMNR, wahrend die Tio~ und N all -cMNR konstant hohere 
Mutationsraten zwischen 75 und 100% zeigten. Bei drei cMNR- 
Markern ((SYCP1 (A10), ATR (A10) , und MBD4 (A10) j konnten in 
MSI+ - Zellinien und Tumorproben nur geringe 
Mutationsf requenzen nachgewiesen werden. In MSI+ Zellinien und 
MSI+ Tumoren wurden jedoch fur die beiden cMNR-Marker (HPDMPK 
(T14) und U79260 (T14)) hohe Mutationsraten nachgewiesen: Alle 
5 MSI+ Zellinien und 10 von 11 MSI+ Tumoren zeigten eine 
Sequenzanderung hinsichtlich HPDMPK. Analoge Ergebnisse wurden 
fur die Mono-cMNR im U79260-Gen gefunden, das in alien 5 MSI+ 
Zellinien und 9 von 11 MSI+ Tumoren mutiert war (vgl. 
nachstehende Tabelle 2) . 
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Tabelle 2: Frequenz von Mutationen in cMNR in MSI + 
Tumor zellinien und MSI+ Tumoren. 
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o Mutation nicht vorhanden , • Mutation vorhanden. 
Beispiel 6: Expressionsanalysen von cMNR 

Die Expressionsspiegel der vorstehenden 15 cMNR enthaltenden 
Gene unterschieden sich stark und schwankten zwischen nicht 
nachweisbarer Expression und • konstant starker Trans- 
kriptionsaktivitat in alien 14 getesteten Dickdarmkrebszelli- 
nien. Das an der Meiose beteiligte SYCPl-Gen und das fur den 
hamatopoetischen Wachstumsf aktor FLT3LG kodierende Gen wurden 
in Dickdarmkrebszellinien nicht exprimiert. Das Gen HPDMPK, das 
stromabwarts des Genlocus fur zwei mit myotonischer Dystrophie 
(Dystrophia myotonica) assoziierter Gene liegt und fur ein 
hypothetisches Protein kodiert und das fur das ER- 
Membranprotein SEC63 kodierende Gen wurden in alien Zellinien 
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nicht sehr stark, jedoch konstant exprimiert . Die aCl-mRNA und 
die Splice-Variante 3 des PTHrP-Gens (PTHL3) wurden in 
Dickdarmkrebszellinien in unterschiedlichem Ausmaft exprimiert. 
Beide Gene wurden in etwa 50% der untersuchten Zellinien 
exprimiert. Das fur die trif unktionelle Ribonukleotidsynthetase 
kodierende Gen GART, das fur die DNA-abhangige Proteinkinase 
kodierende Gen PRKDC und das mit dem Zellzyklus in Zusammenhang 
stehende Gen ATR wurden in Dickdarmzellinien hoch-exprimiert . 
Auch wird MAC 3 OX in Dickdarmkrebszellinien hoch exprimiert 
(vgl. Fig. 3). Zusammengef aftt kann. jedoch festgestellt werden, 
dass die Expressionsspiegel der betreffenden Gene mit dem MSI- 
Status der betroffenen Zellinien nicht korrelieren. 

Beispiel 7: MSI-Analyse von cDNAs 

Es wurde eine Fragmentanalyse amplif izierter cDNAs der 
vorstehenden cMNR von 14 Dickdarmkrebszellinien durchgef iihrt : 
Drei cMNR zeigten die Wildtyp-cDNA in betroffenen Zellinien 
(GART) Oder in den meisten betroffenen Zellinien (SEC63) . Bei 
sieben cMNR herrschte Obereinstimmung zwischen den genomischen 
und transkribierten Sequenzen (MAC30X, HPDMPK, U79260> MBD4 und 
ATR) . 

Beispiel 8 : Stimulierung von CD8 + -T Zellen gegen ein 

vorstehendes Genprodukt und Lyse von dieses 
Genprodukt exprimierenden MSI+ -Tuxnoxrzellen . 

(a) Stimulierung von CD8*-T- Zellen gegen ein erf indungsgemaBes 
Neo-Peptid. 

Periphere Blutlymphozyten (PBL) wurden von einem HLA-A0201 
positiven gesunden Probanden durch Dichtezentrif ugation liber 
einen Ficoll Paque®-Gradienten auf gereinigt . T-Lymphozyten 
wurden durch Abtrennung der B-Lymphozyten bzw. der Monozyten 
mit Hilfe Antikorper gekoppelter Magnetobeads (CD11, CDl6 f 
CD19, CD36 und CD56) (Pan T-cell isolation Kit® / Milteny, 
Bergisch Gladbach, Germany) gewonnen . Aus 30 ml Blut wurden 
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etwa 2 x 10 7 T-Zellen gewonnen. Von diesen wurden etwa 2 x 10 6 
T-Zellen mit autologen uber CD40 aktivierten B-Zellen (etwa 5 
x 10 5 ), die mit einem der HLA-A0201 restringierten Neo-Peptide 
der nachstehenden Tabelle 3 (vgl. auch Fig. 2) beladen worden 
waren, stimuliert, d.h. in 24 Lochplatten cokultiviert . Diese 
Stimulierung wurde flinf bis sechs Wochen lang wochentlich 
wiederholt • 

Tabelle 3: Beispiele von HLA-A0201 restringierten Neo-Peptiden, 
die durch mutierte cMNR kodiert sind. 

AS-Sequenz des identifi 
zierten Neo-Peptids 

FLSASHFLL 

SLYKFSPFPL 

TLSPGWSAV 

Mittels bekannter IFN-gamma ELISpotanalyse wurde die 
Reaktivitat gegenuber den Neo-Peptiden, beginnend an Tag 0, 
wochentlich bestimmt. Am Tag 28 wurde eine Reaktivitat von 1760 
spezifische Zellen / 1000000 Zellen gegen das Peptid #16 
(SLYKFSPFPL), am Tag 35 von 1123 spezifische Zellen / 1000000 
Zellen gegen das Peptid #15 (FLSASHFLL) und von 733 spezifische 
Zellen / 1000000 Zellen gegen das Peptid #21 (TLSPGWSAV) 
beobachtet. Die Starke der Reaktion lag somit in Bereichen, die 
man norma lerweise nur mit viralen Antigenen erreicht, der Wert 
fur das Peptid GILGFVFTL, welches von einem Matrixprotein des 
Inf luenzavirus abgeleitet war, lag am Tag 35 bei 1170 
spezifische Zellen / 1000000 Zellen. Somit wird deutlich, dass 
gegen die erf indungsgemaiien Neo-Peptide aktivierte CD8 + -T- 
Zellen stimuliert werden konnen. 

(b) Lyse von Zellen, die mit erfindungsgemafien Neo-Peptiden 
beladen wurden 

Nach einer weiteren Restimulierung wurde das zytotoxische 




I Peptid- 

Gen . lange 

HPDMPK 9mer 

OGT lOmer 

U7 92 60 9mer 
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Potential der aktivierten CD8 + -T-Zellen gegen die mit den Neo- 
Peptiden beladenen HLA-A2.1* Coloncarcinomzelllinien SW 480 und 
HCT 116, sowie T2-Zellen getestet. Als Kontrolle dienten 
unbeladene Zellen. Jeweils lxlO 6 Zellen wurden mit 51 Cr (lOOpCi) 
fur lh bei 37 °C radioaktiv markiert und mit steigenden Mengen 
an aktivierten CD8 + -T-Zellen fur 4h cokultiviert • Durch die 
Messung der f reigesetzten Radioaktivitat im Oberstand wurde die 
spezifische Lyse der jeweiligen Zelllinie bestimmt. Es zeigte 
sich, dass die HLA-A0201 exprimierenden Zelllinien lysiert 
werden konnen, wenn sie mit Neo-Peptiden beladen sind, 
unbeladene Zellen werden nicht lysiert. 

Ferner wurden Kompetitions-Experimente durchgef lihrt . Durch 
Zugabe von einem Oberschuss (50 „kalte" zu 1 „heissen" Neo- 
Peptid beladenen Zelle) Neo-Peptid beladener, jedbch nicht 
radioaktiv markierter T2-Zellen zu einem Reaktionsansatz mit 
radioaktiv markierten, Neo-Peptid beladenen T2-Zellen und 
aktivierten CD8*-T-Zellen konnte die Freisetzung von 
Radioaktivitat und damit die spezifische cytotoxische Aktivitat 
der T-Zellen kompetiert werden, Somit wird deutlich, dass die 
gegen die Neo-Peptide gerichteten CD8 + -T-Zellen spezifisch die 
Neo-Peptide exprimierenden Tumor zellen erkennen und lysieren. 



WO 02/004664 



23 



PCT/DE01/02510 



Paten tanspriiche 



1. Gene mit kodierenden Mononukleotid-Mikrosatelliten (cMNR) 
oder Dinukleotid-Mikrosatelliten (cDNR) , wobei die Gene aus 
MSI+ -Tumorzellen isolierbar sind und sich von den 
entsprechenden Genen aus nicht-MSI+ (Tumor ) zellen durch 
Mutationen in den cMNR oder cDNR unterscheiden und fur Neo- 
Peptide umfassende Genprodukte kodieren. 

2. Gene nach Anspruch 1, wobei die entsprechenden Gene aus 
nicht-MSI+ (Tumor) zellen jene von Fig* 1 sind. 

3. Gene nach Anspruch 1 oder 2, wobei die aus MSI+- Tumor zellen 
isolierbaren Gene die in Fig. 2 angebenen Mutationen aufweisen. 

4. Genprodukte, kodiert durch die aus MSI+- Tumorzellen 
isolierbaren Gene nach einem der Anspruche 1-3. 

5. Antikorper, gerichtet gegen die Genprodukte nach Anspruch 4. 

6. Verfahren zur Identif izierung von aus MSI+-Tumorzellen 
isolierbaren Genen mit cMNR oder cDNR nach einem der Anspruche 
1 bis 3, bei dem man in Datenbanken von nicht- 
MSI+ (Tumor ) zellen nach cMNR oder cDNR enthaltenden Gen- 
Sequenzen sucht, diese zur Auffindung gleicher Gene in MSI+ - 
Tumorzellen verwendet und letztere Gene dahingehend 
selektioniert , daft sie gegenuber den Gen-Sequenzen aus den 
nicht-MSI+ (Tumor) zellen Mutationen in den cMNR oder cDNR 
aufweisen und fur Neo-Peptide umfassende Genprodukte kodieren. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, wobei zur Auffindung der gleichen 
Gene in MSI+ -Tumorzellen eine PCR-Reaktion mit Primern 
durchgefuhrt wird, die aus den cMNR oder cDNR umfassenden Gen- 
Sequenzen entwickelt sind. 
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2 4 

8. Verfahren nach Anspruch 6 oder 7, wobei die Primer jene von 
Tabelie 1 sind. 

9- Verfahren nach einem der Anspriiche 6-8, wobei auf solche 
Gene aus den MSI+ -Tumorzellen selektioniert wird, die in MSI+ 
-Tumorzellen verschiedener MSI+ -Tumoren gleichen Typs mit 
einer Haufigkeit von 1 % - 100 % vorliegen. 

10. Kit, umfassend einen oder mehrere Vertreter eines Gens nach 
einem der Anspriiche 1 bis 3, eines Genprodukts nach Anspruch 4, 
eines ' Antikorpers nach Anspruch 5 und/oder eines Primerpaares 
von Tabelie 1. 

11. Verwendung der Gene nach einem der Anspriiche 1 bis 3, der 
Genprodukte nach Anspruch 4, der Antikorper nach Anspruch 5 
oder der Kits nach Anspruch 10 zur molekularen Untersuchung von 
MSI+ -Tumoren und ihren Vorstufen sowie zu deren Diagnose. 

12. Verwendung der Gene in exprimierbarer Form nach einem der 
Anspriiche 1-3 oder der Genprodukte nach Anspruch 4 zur Immu- 
nisierung eines Individuums gegen MSI+ -Tumore und ihre Vor- 
stufen . 

13. Verwendung nach Anspruch 12, wobei die Immunisierung im 
Rahmen einer prophylaktischen und/oder therapeutischen 
Behandlung von MSI+-Tumoren erfolgt. 



BNSDOCID: <WO 0204664 A2JA> 



WO 02/004664 




PCT7DE01/02510 



Figur 1 
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contains multiple (groups of) inventions, namely 



1. Claims: 1-13 (in part) 

Genes comprising coding mononucleotide microsatellites (cMNR) or dinucleotide 
microsatellites (cDNR), wherein the genes can be isolated from MSI+ tumour 
cells and differ from the corresponding genes from non-MSI-f (tumour) cells by 
mutations in the cMNR or cDNR and code for gene products comprising 
neopeptides, wherein the wt gene is OGT (Acc. No. U77413), and in particular 
contains the mutant gene SEQ ID 1 19 (see Figure 2/1); gene product consisting of 
the mutant gene and antibody against this product; method for identifying this 
gene by the use of primers SEQ ID 49-52 (see Table 1); kit comprising this gene 
or gene product or this antibody and/or a primer pair consisting of two from SEQ 
ID 49-52; use of the aforementioned gene, the gene product, the antibody against 
the gene product or the kit for the molecular examination of MSI+ tumours and 
their precursors as well as for their diagnosis, use of the gene in expressable form 
or the gene product for immunising an individual against MSI+ tumours and their 
precursors; method for identifying genes comprising cMNR or cDNR that can be 
isolated from MSH- tumour cells, wherein the gene is OGT (Acc No. U77413), 
wherein one searches for gene sequences containing cMNR or cDNR in data 
banks consisting of non-MSI+ (tumour) cells, uses these for finding the same 
genes in MSI+ tumour cells and selections the latter genes to the effect that they 
comprise mutations in the cMNR or cDNR when compared with the gene 
sequences from the non-MSB- (tumour) cells and code for gene products 
comprising neopeptides. 



2. Claims: 1 - 1 3 (in part) 

Genes comprising coding mononucleotide microsatellites (cMNR) or dinucleotide 
microsatellites (cDNR), wherein the genes can be isolated from MSI+ tumour 
cells and differ from the corresponding genes from non-MSI+ (tumour) cells by 
mutations in the cMNR or cDNR and code for gene products comprising 
neopeptides, wherein the wt gene is HPDMPK (Acc. No. Y10936), and in 
particular contains the mutant gene SEQ ID 121, 122, 123 (see Figure 2/1), gene 
product consisting of the mutant gene and antibody against this product; method 
for identifying this gene by the use of primers SEQ ID 53-56 (see Table 1); kit 
comprising this gene or gene product or this antibody and/or a primer pair 
consisting of two from SEQ ID 53-56; use of the aforementioned gene, the gene 
product, the antibody against the gene product or the kit for the molecular 
examination of MSI+ tumours and their precursors as well as for their diagnosis, 
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use of the gene in expressable form or the gene product for immunising an 
individual against MSI+ tumours and their precursors; method for identifying 
genes comprising cMNR or cDNR that can be isolated from MSI+ tumour cells, 
wherein the gene is HPDMPK (Acc. No. Y10936), wherein one searches for gene 
sequences containing cMNR or cDNR in data banks consisting of non-MSI+ 
(tumour) cells, uses these for finding the same genes in MSI+ tumour cells and 
selections the latter genes to the effect that they comprise mutations in the cMNR 
or cDNR when compared with the gene sequences from the non-MSM- (tumour) 
cells and code for gene products comprising neopeptides. 

1.2. Claims: 1-13 (in part) 

Genes comprising coding mononucleotide microsatellites (cMNR) or dinucleotide 
microsatellites (cDNR), wherein the genes can be isolated from MSI-f tumour 
cells and differ from the corresponding genes from non-MSI+ (tumour) cells by . 
mutations in the cMNR or cDNR and code for gene products comprising 
neopeptides, wherein the wt gene is U79260 (Acc. No. U79260), gene product 
consisting of the mutant gene, wherein the product of the mutant gene contains in 
particular SEQ ID 124 and 125 (see Figure 2/1); and antibody against this 
product; method for identifying this gene by the use of primers SEQ ID 57-60 
(see Table 1); kit comprising this gene or gene product or this antibody and/or a 
primer pair consisting of two from SEQ ID 57-60; use of the aforementioned 
gene, the gene product, the antibody against the gene product or the kit for the 
molecular examination of MSI+ tumours and their precursors as well as for their 
diagnosis; use of the gene in expressable form or the gene product for immunising 
an individual against MSI+ tumours and their precursors; method for identifying 
genes comprising cMNR or cDNR that can be isolated from MSI-f tumour cells, 
wherein the gene is Acc. No. U79260, wherein one searches for gene sequences 
containing cMNR or cDNR in data banks consisting of non-MSI+ (tumour) cells, 
uses these for finding the same genes in MSI+ tumour cells and selections the 
latter genes to the effect that they comprise mutations in the cMNR or cDNR 
when compared with the gene sequences from the non-MSI+ (tumour) cells and 
code for gene products comprising neopeptides. 



2. Claims: 1-13 (in part) 

Genes comprising coding mononucleotide microsatellites (cMNR) or dinucleotide 
microsatellites (cDNR), wherein the genes can be isolated from MSI+ tumour 
cells and differ from the corresponding genes from non-MSI+ (tumour) cells by 
mutations in the cMNR or cDNR and code for gene products comprising 
neopeptides, wherein the wt gene is FLT3LG (Acc. No. U29874), and in 
particular contains the mutant gene SEQ ID 107 (see Figure 2/1); gene product 
consisting of the mutant gene and antibody against this product; method for 
identifying this gene by the use of primers SEQ ID 1-4 (see Table 1); kit 
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comprising this gene or gene product of this antibody and/or a primer pair 
consisting of two from SEQ ID 1-4; use of the aforementioned gene, the gene 
product, the antibody against the gene product or the kit for the molecular 
examination of MSI+ tumours and their precursors as well as for their diagnosis, 
use of the gene in expressable form or the gene product for immunising an 
individual against MSI+ tumours and their precursors; method for identifying 
genes comprising cMNR or cDNR that can be isolated from MSI+ tumour cells, 
wherein the gene is FLT3LG (Acc. No. U29874), wherein one searches for gene 
sequences containing cMNR or cDNR in data banks consisting of non-MSH- 
(tumour) cells, uses these for finding the same genes in MSI+ tumour cells and 
selections the later genes to the effect that they comprise mutations in the cMNR 
or cDNR when compared with the gene sequences from the non-MSI+ (tumour) 
cells and code for gene products comprising neopeptides. 



Please note that all the inventions specified under point 1, though not necessarily 
linked by a common inventive concept, could be searched in full without entailing 
added effort that would have justified an additional searched fee. 
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Continuation of Box 1.2. 
Claim 10 (in part) 



Claim 10 is unclear (PCT Article 6) since it relates to "representatives" without defining 
such gene, gene products, antibody and primer pair representatives by any technical 
features: a person skilled in the art is therefore not able to unambiguously determine the 
scope of protection of the claim. 

It is therefore not possible to carry out a meaningful search covering the full scope of 
protection of the claim. 

The search is therefore directed towards the parts of the scope of the claim which, in the 
light of the description, are clear, namely kits which comprise the peptide sequence (and 
nucleotide sequence coding therefor) designated in Figure 2/1 as n neo", antibody against 
this sequence and/or the entire primers of Table 1 (that is oligonucleotides consisting of 
the sequences listed in Table 1). 

The applicant is advised that claims, or parts of claims, relating to inventions in respect of 
which no international search report has been established normally cannot be the subject 
of an international preliminary examination (PCT Rule 66.1(e)). In its capacity as 
International Preliminary Examining Authority the EPO generally will not carry out a 
preliminary examination for subjects that have not been searched. This also applies to 
cases where the claims were amended after receipt of the international search report (PCT 
Article 19) or where the applicant submits new claims in the course of the procedure 
under PCT Chapter II. 
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A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 7 C12Q1/68 C07K14/47 



Nach der Internationalen Patentklassifikation (IPK) Oder nach der nationalen Klassiffkation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoff {Klasslfikationssystem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 7 C12Q C07K 



Recherchlerte aber nicht zum MindestprQfstoff gehdrende Veroffentlichungen, sowelt diese unter die recherchlerten Gebiete fallen 



Wahrend der internationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegrltfe) 

EPO-Internal , WPI.Data, SEQUENCE SEARCH, MEDLINE, BIOSIS 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTER LA GEN 



Kategorie e Bezeichnung der Verdffentlichung, soweit erforderilch unter Angabe der in Betracht kommenden Telle 



Betr. Anspruch Nr. 



AKIM0T0 Y0SHIHIR0 ET AL: "Localization of 
the 0-1 inked N-acetyl glucosamine 
transferase in rat pancreas." 
DIABETES, 

Bd. 48, Nr. 12, Dezember- 1999 (1999-12), 
Seiten 2407-2413, XP001120467 
ISSN: 0012-1797 

Zusammenfassung, S. 2408, Spalte 1, 
"Antibodies" 

. -/-- 



m 



Weltere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang PatentfamiUe 



° Besohdere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen : 

"A" Verdffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht ais Besonders bedeutsam anzusehen 1st 

"E" alteres Dokument, das jedoch erst am Oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum verdffentlicht worden ist 

"L" Verdffentlichung, die geeignet Ist, elnen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, oder durch die das Verdffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Verdffentlichung belegt werden 
soil oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

'O* Verdffentlichung, die sich auf eine mGndliche Offenbarung, 

efne Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezleht 

■P" Ver6ffentlichung, die vor dem Internationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Prloritatsdatum ver5ffentlicht worden ist 



T" Spfitere VerOffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
oder dem Prloritatsdatum verdffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstandnis des der 
Erflndung zugrundelieoenden Prinzlps oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben isf 

"X" Verdffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erflndung 
kann aiiein auf grund dieser Verdffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

"Y" Verdffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erflndung 
kann nicht als auf erfinderischer TStigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Verdffentlichung mit elner oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wlrd und 
diese Verbindung fOr einen Fachmann naheliegend ist 

*&" Verdffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie 1st 



Datum des Abschiusses der Internationalen Recherche 



31. Januar 2003 



Absendedatum des Internationalen Recherchenberichts 



f t 0. 03; 03 



Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehdrde 
Europalsches Patentamt P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL-2280HVRijswfjk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo n» t 
Fax (+31-70) 340-3016 



Bevollmachtigter Bediensteter 



Luzzatto, E 
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C.(Fortsetzung) ALS WESENTUCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 


Kategorie 0 


Bezelchnung der Veroffentllchung, sowelt ertorderiich unter Angabe der In Betracht kommenden Telle 


Betr. Anspruch Nr. 


X 


MIR0N0V N ET AL: "A novel sensitive 
method to detect frameshift mutations in 
exonic repeat sequences of cancer-related 
genes." 

CARCINOGENESIS. ENGLAND NOV 1999, 

Bd. 20, Nr. 11, November 1999 (1999-11), 

Seiten 2189-2192, XP002229558 

ISSN: 0143-3334 

das ganze Dokument 


1-4,11 


X 


DATABASE EBI 'Online! 
RCl-HT0256-271099-011-d07 HT0256 H. 
sapiens cDNA, 6. Februar 2000 (2000-02-06) 
SIMPSON A.J.G.: "The FAPESP/LICR human 
cancer genome project" 
Database accession no. AW379874 
XP002229502 
Zusammenfassung 


1-4 


X 


RICCIO A ET AL: "The DNA repair gene MBD4 
(MED1) is mutated in human carcinomas with 
microsatellite instability." 
NATURE GENETICS. UNITED STATES NOV 1999, 
Bd. 23, Nr. 3, November 1999 (1999-11), 
Seiten 266-268, XP002229559 
ISSN: 1061-4036 
das ganze Dokument 


1-4,11 

» 


A 


OUYANG H ET AL: "The insulin-like growth 
factor II receptor gene is mutated in 
genetically unstable cancers of the 
endometrium, stomach, and colorectum." 
CANCER RESEARCH. UNITED STATES 15 MAY 
1997, 

Bd. 57, Nr. 10, 15. Mai 1997 (1997-05-15), 
Seiten 1851-1854, XP001119572 
ISSN: 0008-5472 
Zusammenfassung 


6 


A 


CALIN G ET AL: "The coding region of the 
Bloom syndrome BLM gene and of the CBL 
proto-oncogene is mutated in genetically 
unstable sporadic gastrointestinal 
tumors." 

CANCER RESEARCH. UNITED STATES 1 SEP 1998, 
Bd. 58, Nr.. 17, 

1. September 1998 (1998-09-01), Seiten 
3777-3781, XP001 120180 
ISSN: 0008-5472 
das ganze Dokument 


6,7,9 


A 
n 


IK 5 741 fiKO'A (\ APTniK STAMI CV M CT Al ^ 
Uo o /HI DOU rt ILArlUUo olMIMLti IM tl AL ) 

21. April 1998 (1998-04-21) 
Spalte 16, Zeile 6 - Zeile 60 

-/-- 


c ~r n 

6,7,9 
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C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorte 0 Bezeichnung der Ver&ffentlichung, soweit erfordertich unter Angabe der In Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



FURUTA K ET AL: "GENE MUTATION OF 
TRANSFORMING GROWTH FACTOR BETA1 TYPE II 
RECEPTOR IN HEPATOCELLULAR CARCINOMA" 
INTERNATIONAL JOURNAL OF CANCER, NEW YORK, 
NY, US, 

Bd. 81, Nr. 6, 11. Juni 1999 (1999-06-11), 
Selten 851-853, XP001085381 
ISSN: 0020-7136 
Zusammenfassung 

DUVAL A ET AL: "VARIABLE MUTATION 
FREQUENCIES IN CODING REPEATS OF TCF-4 AND 
OTHER TARGET GENES IN COLON, GASTRIC AND 
ENDOMETRIAL CARCINOMA SHOWING 
MICROSATELLITE INSTABILITY" 
ONCOGENE, BASINGSTOKE, HANTS, GB, 
Bd. 18, Nr. 48, 

18. November 1999 (1999-11-18), Selten 
6806-6809, XP000882123 
ISSN: 0950-9232 

Zusammenfassung; Abbildungen 1,2 

PERCESEPE A ET AL: "Genomic instability 
and target gene mutations in colon cancers 
with different degrees of allelic shifts." 
GENES, CHROMOSOMES & CANCER. UNITED STATES 
APR 2000, 

Bd. 27, Nr. 4, April 2000 (2000-04), 
Seiten 424-429, XP002221119 
ISSN: 1045-2257 
Zusammenfassung; Tabelle 2 

RAMP I NO ET AL: "Somatic frameshift 

mutations in the BAX gene in colon cancers 

of the microsatelUte mutator phenotype" 

SCIENCE, AMERICAN ASSOCIATION FOR THE 

ADVANCEMENT OF SCIENCE,, US, 

Bd. 275, 14. Februar 1997 (1997-02-14), 

Seiten 967-969, XP002092054 

ISSN: 0036-8075 

Zusammenfassung 

SAKAO YUKINORI ET AL: "Microsatellite 
instability and frameshift mutations in 
the bax gene hereditary nonpolyposis 
colorectal carcinoma." 
JAPANESE JOURNAL OF CANCER RESEARCH, 
Bd. 89, Nr. 10, Oktober 1998 (1998-10), 
Seiten 1020-1027, XP002221572 
ISSN: 0910-5050 
Zusammenfassung; Tabelle 4 
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Bezelchnung der Ver6ff entlichung, soweit erfordertlch unter Angabe der In Betracht kommenden Telle 


Betr. Anspruch Nr. 


A 


DATABASE EBI 'Online! 
Synaptonemal complex protein 1, 
15. Jul1 1998 (1998-07-15) 
Database accession no. ql5431 
XP002229492 
Zusammenfassung 

& MEUWISSEN R.L.J. ET AL.: "Human 
synaptonemal complex protein 1 (SCPl): 
isolation and characterization of the 
cDNA and chromosomal localization of the 
gene" 
GENOMICS, 

Bd. 39, 1997, Seiten 377-384, 




A 


DATABASE EBI 'Online! 

Methyl -Cpg binding protein MBD4, 

1. Mai 1999 (1999-05-01) 

HENDRICH B. ET AL. : 

Database accession no. 095243 

XP002229493 

Zusammenfassung 


1-4 

» 


L 
E 


DATABASE EBI 'Online! 

sequence 370 from patent W00212328, 

18. Mai 2002 (2002-05-18) 

Database accession no. AX396155 

XP002229495 

(erwahnt, urn Information Qber die in 

WO-A-0212328 offenbarte relevante Sequenz 

zu geben) 

Zusammenfassung 

& WO 02 12328 A (CORIXA CORP.) 

14. Februar 2002 (2002-02-14) 


1-4 

i 


A 


DATABASE EBI 'Online! 

Human MAC30 mRNA, 3' end, 

14. Ouli 1993 (1993-07-14) 

MURPHY M. ET AL. : 

Database accession no. L19183 

XP002229496 

Zusammenfassung 


1-4 


X 


DATABASE EBI 'Online! 

18. April 1997 (1997-04-18) 

Database accession no. AA355954 

XP002229499. 

Zusammenfassung 


1-4 


A 


DATABASE EBI 'Online! 

hypothetical protein, 

1. Juli 1997 (1997-07-01) 

Al UA77AM M FT Al 
ALWAZxAN M . 1 1 AL . : 

Database accession no. 000439 

XP002229494 

Zusammenfassung 

-/- 


1-4 
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Betr. Anspruch Nr. 



DATABASE EBI 'Online! 



A 



A 



A 



A 



H. sapiens nucleobase transporter-like 

protein, 3. Februar 1999 (1999-02-03) 

H06UE D.L. ET AL. : 

Database accession no. AF092511 

XP002229497 

Zusammenfassung 

DATABASE EBI 'Online! 1-4 

Human mRNA for GARS-AIRS-GART, 

30. November 1990 (1990-11-30) 

AIMI 0. ET AL. : 

Database accession no. X54199 

XP002229498 

Zusammenfassung 

DATABASE EBI 'Online! 1-4 

Human Flt3 ligand gene, 

25. November 1995 (1995-11-25) 

LYMAN S.D. ET AL. : 

Database accession no. U29874 

XP002229500 

Zusammenfassung 

DATABASE EBI 'Online! 1-4 

H. sapiens mRNA for hypothetical protein , 

30. Mai 1997 (1997-05-30) 

ALWZZAN M. ET AL.: 

Database accession no. Y10936 

XP002229501 

Zusammenfassung 

-& ALWAZZAN M. ET AL.: "Six transcripts 
within 200 kilobases of the myotonic 
dystrophy expanded repeat" 
MAMMALLIAN GENOME, 

Bd. 9, 1998, Seiten 485-487, XP002229491 

DATABASE EBI 'Online! 

Human parathyroid hormone-like protein 

(PLP)gene, 23. November 1989 (1989-11-23) 

Database accession no. M24350 

XP002229503 

Zusammenfassung 

DATABASE EBI 'Online! 1-4 

Human clone 23745 mRNA, 

14. Dezember 1996 (1996-12-14) 

ANDERSSON B. ET AL.: 

Database accession no. U79260 

XP002229504 

Zusammenfassung 
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Kategorie 0 Bezelchnung der Veroff entlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



DATABASE EBI 'Online! 

Homo sapiens KIAA0040 mRNA, 

22. Dezember 1993 (1993-12-22) 

OHARA 0. ET AL.: 

Database accession no. D25539 

XP002229505 

Zusammenfassung 

& OHARA ET AL.: "Prediction of the coding 
sequences of unidentified human genes. I. 
The coding sequences of 40 new genes 
(KIAA0001-KIAAooo40) deduced by analysis 
of randomly sampled cDNA clones from human 
immature myeloid eel line KG-1" 
DNA RESEARCH, 

Bd. 1, 1994, Seiten 27-35, 

DATABASE EBI 'Online! 

Human protein kinase ATR mRNA, 

10. November 1996 (1996-11-10) 

BENTLEY N.J. ET AL.: 

Database accession no. U76308 

XP002229506 

Zusammenfassung 

DATABASE EBI 'Online! 

om21h06.s2 Soares NFL T GBC SI H. sapiens 

cDNA , 16. April 1998 (1998-04-16) 

STRAUSBERG R. ET AL.: 

Database accession no. AA913875 

XP002229507 

Zusammenfassung 

DATABASE EBI 'Online! 

Homo sapiens mRNA for SCP-1, 

7. Oktober 1997 (1997-10-07) 

NISHINA Y. ET AL.: 

Database accession no. D67035 

XP002229508 

Zusammenfassung 

& KONDOH N. ET AL.: "Assignment of 
synaptonemal complex protein 1 (SCP1) to 
human chromosome lpl3 by fluorescenc ein 
situ hybridization and its expression in 
the testis" 

CYTOGENETICS CELL GENETICS, 
Bd. 78, 1997, Seiten 103-104, 

-/-- 
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C.(Fortsetzung) ALS WESENTUCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie 0 Bezeichnung der Verfiff entlichung, sowelt erforderilch unter Angabe der in Betracht kommenden Tefle 



Betr. Anspruch Nr. 



DATABASE EBI 'Online! 

H sapiens methyl-CpG binding protein 

4(MBD4)gene, 19. August 1999 (1999-08-19) 

HENDRICH B. ET AL.: 

Database accession no. AF120998 

XP002229509 

Zusammenf assung 

& HENDRICH B. ET AL.: "Genomic structure 
and chromosomal mapping of the murine and 
human Mbdl, Mbd2, Mbd3 and Mbd4 genes" 
MAMMALIAN GENOME, 

Bd. 10, Nr. 9, 1999, Seiten 906-912, 

DATABASE EBI 'Online! 
Human aCl mRNA, 
22. Februar- 1997 (1997-02-22) 
ITO T. ET AL.: 

Database accession no. D82070 

XP002229510 

Zusammenfassung 

& KITO K. ET AL.: "Fluorescent 
differential display analysis of gene 
expression in differentiating 
neiroblastoma cells" 
GENE, 

Bd. 184, 1997, Seiten 73-81, 



1-4 
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BNSDOCID: <WO 0204 664 A3_l_> 



INTERNAT10NALER RECHERCHENBERICHT 



ationales Aktenzeichen 

PCT/DE 01/02510 



Feld I Bemerkungen zu den AnsprOchen, die sich als nicht recherchierbar erwlesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1 



GemafB Artike! 17(2)a) wurde aus folgenden GrQnden fOr bestlmmte AnsprOche kein Recherchenbericht erstellt: 
1. I I AnsprOche Nr. 

well sle sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behdrde nicht verpfllchtet ist, namlich 



2. 2] AnsprOche Nr. 10 (teilweise) 

weil sie sich auf Telle der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
da8 elne sinnvolle Internationale Recherche nicht durchgefOhrt werden kann, namlich 

slehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210 



3. 1 1 AnsprOche Nr. 

well es sich dabel um abhangige AnsprOche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind. 



Feld II Bemerkungen bei rnangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die international Recherchenbehorde hat festgesteltt, daS dlese internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthaMt: 

slehe Zusatzblatt 

1. I y I Da der Anmelder alle erforderlichen zusatzlichen RecherchengebQhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
L-^-J internationale Recherchenbericht auf alle recherchlerbaren AnsprOche. 

2 I I Da fOr alle recherchierbaren AnsprOche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefOhrt werden konnte, der eine 
I — I zusatzliche RecherchengebOhr gerechtfertigt hatte, hat die Behorde nicht zur Zahlung einer solchen GebQhr aufgefordert 



3. Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusatzlichen RecherchengebOhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
* — I internationale Recherchenbericht nur auf die AnsprOche, fOr die Gebuhren entrichtet worden sind, namlich auf die 
AnsprOche Nr. 



4. Der Anmelder hat die erforderlichen zusatzlichen RecherchengebQhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der internationale Recher- 
chenbericht beschrankt sich daher auf die in den AnsprOchen zuerst erwShnte Erfindung; diese ist in folgenden AnsprQchen er- 
faBt 



Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs | ] Die zusatzlichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt. 

| X | Die Zah'ung zusatzlicher RecherchengebOhren erfolgte ohne Widerspruch. 
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Internationales AktenzeichenPCT/DE 01 £2510 



WEITERE ANGABEN PCT/ISA/ 210 



Die internatioriale Recherchenbehorde hat festgestellt, daB diese 
internationale Anmeldung mehrere (Gruppen von) Erfindungen enthalt, 
namlich: 

1. Anspruche: 1-13 (teilweise) 

Gene mi t kodierenden Mononukleotid-Mikrosatell iten (cMNR) 
oder Dinukleotid-Mikrosatelliten (cDNR), wobei die Gene aus 
MSI+-Tumorzellen isol ierbar sind und sich von den 
entsprechenden Genen aus nicht-MSI+ (Tumor) zellen durch 
Mutationen in den cMNR oder cDNR unterscheiden und fur Neo 
Peptide umfassende Genprodukte kodieren, wobei das wt Gen 
OGT (Acc. N. U77413) ist, und wobei insbesondere das 
mutierte Gen SEQ ID 119 enthalt (siehe Fig 2/1); Genprodukt 
aus dem mutlerten Gen und Antikorper gegen dieses Produkt; 
Verfahren zur Identif izierling dieses Gens durch die 
Verwendung von Primers SEQ ID 49-52 (siehe Tab. 1); Kit, 
umfassend dieses Gen oder Genprodukt oder diesen Antikorper 
und/oder ein Primerpaar bestehend aus zwei von SEQ ID 49-52; 
Verwendung des oben genannten Gens, des Genprodukts, der 
Antikorper gegen das Genprodukt oder der Kits zur 
molekularen Untersuchung von MSI+-Tumoren und ihren 
Vorstufen sowie zu deren Diagnose, Verwendung des Gens in 
exprimierbarer Form oder des Genprodukts zur Immunisierung 
eines Individuums gegen MSI+-Tumore und ihre Vorstufen; 
Verfahren zur Identif izierung von aus MSI+-Tumorzellen 
isolierbaren Genen mit cMNR oder cDNR, wobei das Gen OGT 
(Acc N. U77413 ist) bei dem man in Datenbanken von nicht 
MSI+ (Tumor) zellen nach cMNR oder cDNR enthaltenden Gen 
Sequenzen sucht, diese zur Auffindung gleicher Gene in MSI+ • 
Tumorzellen verwendet und letztere Gene dahingehend 
selektioniert, dass sie gegenuber den Gen-Sequenzen aus den 
nicht-MSI+ (Tumor )zel len Mutationen 1n den cMNR oder cDNR 
aufweisen und fur Neo-Peptide umfassende Genprodukte 
kodieren. 



1.1. Anspruche: l-13(teilweise) 

Gene mit kodierenden Mononukleotid-Mikrosatell iten 
(cMNR) oder Dinukleotid-Mikrosatell iten (cDNR), wobei 
die Gene aus MSI+-Tumorzellen isol ierbar sind und sich 
von den entsprechenden Genen aus nicht-MSI+ (Tumor) 
zellen durch Mutationen in den cMNR oder cDNR 
unterscheiden und fur Neo Peptide umfassende 
Genprodukte kodieren, wobei das wt Gen HPDMPK (Acc. N. 
Y10936) ist, und wobei insbesondere das mutierte Gen 
SEQ ID 121,122,123 enthalt (siehe Fig 2/1), Genprodukt 
aus dem mutierten Gen und Antikorper gegen dieses 
Produkt, Verfahren zur Identif izierung dieses Gens 
durch die Verwendung von Primers SEQ ID 53-56 (siehe 
Tab. 1), Kit, umfassend dieses Gen oder Genprodukt 
oder diesen Antikorper und/oder ein Primerpaar 
bestehend aus zwei von SEQ ID 53-56, Verwendung des 
oben genannten Gens, des Genprodukts, der Antikorper 
gegen das Genprodukt oder der Kits zur molekularen 
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Untersuchung von MSI+-Tumoren und ihren Vorstufen 
sowle zu deren Diagnose, Verwendung des Gens 1n 
exprimierbarer Form oder des Genprodukts zur 
Immunisierung eines Individuums gegen MSI+-Tumore und 
ihre Vorstufen; Verfahren zur Identif izlerung von aus 
MSI+-Tumorzellen isolierbaren Genen mit cMNR oder 
cDNR, wobei das Gen HPDMPK (Acc N. Y10936 ist) bei dem 
man in Datenbanken von nicht MSI+ (Tumor) zellen nach 
cMNR oder cDNR enthaltenden Gen Sequenzen sucht, diese 
zur Auffindung gleicher Gene in MSI+ Tumorzellen 
verwendet und letztere Gene dahingehend selektioniert, 
dass sie gegenuber den Gen-Sequenzen aus den 
nicht-MSI+ (Tumor)zellen Mutationen in den cMNR oder 
cDNR aufweisen und fur Neo-Peptide umfassende 
Genprodukte kodieren. 
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1.2. Anspruche: l-13(teilweise) 

Gene mit kodierenden Mononukleotid-Mikrosatelllten 
(cMNR) oder Dinukleotid-Mikrosatelliten (cDNR), wobei 
die Gene aus MSI+-Tumorzellen isolierbar sind und sich 
von den entsprechenden Genen aus nicht-MSI+ (Tumor) 
zellen durch Mutationen in den cMNR oder cDNR 
unterscheiden und fur Neo Peptide umfassende 
Genprodukte kodieren, wobei das wt Gen.U79260 (Acc. N. 
U79260) ist, Genprodukt aus dem mutierten Gen, wobei 
das Produkt des mutierten Gens insbesondere SEQ ID 124 
und 125 enthalt (siehe Fig 2/1); und Antikorper gegen 
dieses Produkt; Verfahren zur Identif izierung dieses 
Gens durch die Verwendung von Primers SEQ ID 57-60 
(siehe Tab. 1); Kit, umfassend dieses Gen oder 
Genprodukt oder diesen Antikorper und/oder ein 
Primerpaar bestehend aus zwei von SEQ ID 57-60; 
Verwendung des oben genannten Gens, des Genprodukts, 
der Antikorper gegen das Genprodukt oder der Kits zur 
molekularen Untersuchung von MSI+-Tumoren und ihren 
Vorstufen sowie zu deren Diagnose; Verwendung des Gens 
in exprimierbarer Form oder des Genprodukts zur 
Immunisierung eines Individuums gegen MSI+-Tumore und 
ihre Vorstufen; Verfahren zur Identif izierung von aus 
MSI+-Tumorzellen isolierbaren Genen mit cMNR oder 
cDNR, wobei das Gen Acc N. U79260 ist, bei dem man in 
Datenbanken von nicht MSI+ (Tumor) zellen nach cMNR 
oder cDNR enthaltenden Gen Sequenzen sucht, diese zur 
Auffindung gleicher Gene in MSI+ Tumorzellen verwendet 
und letztere Gene dahingehend selektioniert , dass sie 
gegenuber den Gen-Sequenzen aus den nicht-MSI+ 
(Tumor )zell en Mutationen in den cMNR oder cDNR 
aufweisen und fur Neo-Peptide umfassende Genprodukte 
kodieren. 



2. Anspruche: 1-13 (teilweise) 
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Gene mit kodierenden Mononukleotid-Mikrosatell iten (cMNR) 
oder Dinukleotid-Mikrosatelliten (cDNR), wobel die Gene aus 
MSI+-Tumorzellen isolierbar sind und s1ch von den 
entsprechenden Genen aus nicht-MSI+ (Tumor) zellen durch 
Mutationen in den cMNR oder cDNR unterschelden und fur Neo 
Peptide umfassende Genprodukte kodieren, wobei das wt Gen 
FLT3LG (Acc. N. U29874) 1st, und wobei insbesondere das 
mutierte Gen SEQ ID 107 enthalt (siehe Fig 2/1); Genprodukt 
aus dem mutierteri Gen und Antikorper gegen dieses Produkt; 
Verfahren zur Identif izierung dieses Gens durch die 
Verwendung von Primers SEQ ID 1-4 (siehe Tab. 1); Kit, 
umfassend dieses Gen oder Genprodukt oder diesen Antikorper 
und/oder ein Primerpaar bestehend aus zwel von SEQ ID 1-4, 
Verwendung des oben genannten Gens, des Genprodukts, der 
Antikorper gegen das Genprodukt oder der Kits zur 
molekularen Untersuchung von MSIt-Tumoren und ihren 
Vorstufen sowie zu deren Diagnose; Verwendung des Gens in 
exprimierbarer Form oder des Genprodukts zur Immunisierung 
eines Individuums gegen MSI+-Tumore und 1hre 
Vorstufen; Verfahren zur Identif izierung von aus 
MSI+^Tumorzellen isolierbaren Genen mit cMNR oder cDNR, 
wobei das Gen FLT3LG (Acc N. U29874 ist), bei dem man in 
Datenbanken von nicht MSI+ (Tumor) zellen nach cMNR oder 
cDNR enthaltenden Gen Sequenzen sucht, diese zur Auffindung 
gleicher Gene in MSI+ Tumorzellen verwendet und letztere 
Gene dahingehend selektioniert," dass sie gegeniiber den 
Gen-Sequenzen aus den nicht-MSI+ (Tumor)zel len Mutationen in 
den cMNR oder cDNR aufweisen und fur Neo-Peptide umfassende 
Genprodukte kodieren. 



Bitte zu beachten daB fur alle unter Punkt 1 aufgefuhrten Erfindungen, 
obwohl diese nicht unbedingt durch ein gemeinsames erfinderisches 
Konzept verbunden sind, ohne Mehraufwand der eine zusatzliche 
Recherchengebuhr gerechtfertigt hatte, eine vollstandige Recherche 
durchgefiihrt werden konnte. 
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Fortsetzung von Feld 1.2 
Anspriiche Nr.: 10 (teilweise) 



Anspruch 10 ist unklar (Art. 6 PCT), weil er sich auf "Vertreter" 
bezieht, ohne jedoch solche Gen-, 

Genprodukte- , Ant 1 korper-, Pr imerpaar-Vertreter durch i rgendwel che 
technische Merkmale zu definieren: der Fachmann ist somit nicht in der 
Lage den Schutzumfang des Anspruchs unzweideutig zu bestimmen. 
Eine sinnvolle Recherche beziiglich des ganzen Schutzumfangs des Anspruchs 
ist somit undurchfuhrbar. 

Daher wurde die Recherche auf die Teile des Anspruchsumfang gerichtet 
die, im Lichte der Beschreibung, klar sind, namlich Kits, die dieim Fig. 
2/1 als n neo" bezeichnete Peptidsequenz (und dafur kodierende 
Nukleotidsequenz), Anti korper gegen diese Sequenz und/oder die 
vollstandigen Primers der Tabelle 1 (d.h. Oligonukleotide, die aus der in 
Tabelle 1 aufgelisteten Sequenzen bestehen) umfasseh. 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, daB Patentanspruche, Oder Teile von 
Patentarispruchen, auf Erfindungen, fur die kein internationaler 
Recherchenbericht erstellt wurde, normalerweise nicht Gegenstand einer 
internationalen vorlaufigen Prufung sein konnen (Regel 66.1(e) PCT). In 
seiner Eigenschaft als mit der internationalen vorlaufigen Prufung 
beauftragte Behorde wird das EPA also in der Regel keine vorlaufige 
Prufung fur Gegenstande durchfuhren, zu denen keine Recherche vorliegt. 
Dies gilt auch fur den Fall, daB die Patentanspruche nach Erhalt des 
internationalen Recherchenberichtes geandert wurden (Art. 19 PCT), Oder 
fur den Fall, daB der Anmelder im Zuge des Verfahrens gemaB Kapitel II 
PCT neue Patentanspruche vorlegt. 
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